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1 Einleitung

1.1 MDMA - Stand der Forschung

1.1.1 MDMA - Historischer Riickblick

MDMA (3,4-Methylendioxy-N-Methamphetamin), ein Amphetaminderivat, ist im Volksmund be-
kannt als Ecstasy. Die Droge kommt als Einzelsubstanz nicht in der Natur vor, ist jedoch chemisch
verwandt mit der Muskatnuss, deren berauschende Wirkung bereits vor mehreren Jahrhunderten
entdeckt wurde. Die erstmalige Synthese von MDMA gelang dem deutschen Chemiker Haber
(1898) im Rahmen seiner Dissertation [111]]. Die Substanz wurde dann 1914 von der deutschen
Pharma-Firma MERCK, wegen seiner bekannten, hungerunterdriickenden Wirkung als Appetit-
ziigler entwickelt und patentiert, doch brachte man diesen Wirkstoff wegen ,,seltsamer* Neben-
wirkungen nie auf den Markt [105, 44]. 1970 wurde er ,,wiederentdeckt* und in den USA bei
psychiatrischen Patienten als Medikament eingesetzt. Aufgrund seiner leicht sinnestduschenden
und bewuBtseinserweiternden Wirkung einerseits und seiner aufputschenden und leistungsstei-
gernden Effekte andererseits wurde es mehr und mehr im privaten Leben oder im Rahmen von
religiosen Meditationsveranstaltungen eingenommen. Der populidre Deckname ,,Ecstasy* stammt
aus der amerikanischen Drogenszene. Er wurde 1972 erstmals von Betreibern eines illegalen Dro-
genlabors in Kalifornien fiir den Vertrieb des illegal produzierten Stoffes MDMA verwendet. In
der Herstellung ist Ecstasy sehr preisgiinstig, daher lassen sich von sogenannten Dealern durch
den Verkauf groBBe Gewinne erzielen [111].

In Europa kam Ecstasy zunéchst in GroBbritannien, spiter in der zweiten Hélfte der 80er Jahre
auch auf dem Kontinent im Rahmen der Techno- und Housemusik-Welle auf sogenannten Rave-
oder Mayday-Parties in Mode. Heute gilt es als ,,die SpaB3- und Gute-Laune-Droge*, die zumeist
in Form einer Pille erworben wird. Die Dosis, die iiblicherweise eingenommen wird liegt um die 2
mg/kg Korpergewicht (KG) [101}36]]. Allerdings wissen die Konsumenten zumeist nicht, wieviel
mg die Pille enthélt und wie rein die Substanz tatsdchlich ist. Die Bezeichnung Ecstasy wurde
urspriinglich nur fiir das Amphetamin MDMA verwendet, beinhaltet aber inzwischen auf dem il-
legalen Markt verschiedene Amphetamine, wie z.B. MDA (Methylendioxyamphetamin), welches
eine stiarkere halluzinogene Wirkung hat. Als Zusatz- und Austauschstoffe werden aber auch an-
dere synthetisch hergestellte Drogen, Paracetamol, Ephedrin, Koffein und z.T. Placebos verkauft.
Jeder menschliche Organismus reagiert individuell in seinem Stoffwechsel auf die Droge. Was fiir

den einen eine gute Dosis ist, kann fiir den anderen schlimmstenfalls todlich ausgehen [111].
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Seit dem 01.08.1986 ist der Erwerb, Besitz und Handel mit Ecstasy bzw. dessen Wirkstoffen
nach Mallgabe des § 29 des Betdubungsmittelgesetzes (BtMG) strafbar. Der alleinige Konsum von
Betdubungsmitteln ist laut Gesetz jedoch nicht strafbar, da es sich dabei um reine Eigengefir-
dung handelt [[111]. Seine aktuelle Popularitit verdankt die Droge dem Gebrauch auf sogenannten
,.Rave-Partys*, wo die ganze Nacht durchgetanzt wird. Sie wird eingenommen, um die Miidigkeit
zu verdrangen und dem Konsumenten zu ermoglichen fiir Stunden energetisch tanzen zu konnen
[S5].

1.1.2 Konsum und Konsumenten von MDMA

Der internationale Stand der Forschung zum Thema “synthetische Drogen” ist unbefriedigend -
besonders in Bezug auf MDMA (3,4-Methylendioxy-N-Methamphetamin), umgangssprachlich
als Ecstasy bekannt. Dabei hat Ecstasy den zweiten Platz unter den preferierten illegalen Drogen
nach Cannabis unter Jugendlichen und jungen Erwachsenen in Deutschland erreicht [107]. Sie
ist die derzeit am weitesten verbreitete synthetische Droge in Deutschland [[111,107]. Laut NIDA
(national institute for drug abuse) stieg der Konsum von Ecstasy wihrend der letzten Jahre immens

an und verweilt aktuell auf einem gleichbleibend hohen Level [79].
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Abbildung 1.1: Altersstruktur und Geschlechtsverteilung der Konsumenten von Ecstasy (MDMA).
In Abbildung A ist der Ecstasy Konsum in verschiedenen Altersgruppen nach einer Umfrage des NHSDA in den
USA fiir das Jahr 2001 veranschaulicht [79]. In B ist die Verteilung der Konsumenten nach dem Geschlecht in der
Altersgruppe von 12 bis 25 Jahren der gleichen Umfrage abgebildet.

Laut dem Bericht der NHSDA (National Household Survey on Drug Abuse) vom Mirz 2003
lag die Mehrheit der Ecstasykonsumenten im Jahr 2001 in der Altersgruppe von 18 bis 25 Jahren
(vgl. Abbildung [I.T). Mit zwei Dritteln an der Gesamtzahl der Studienteilnehmer, die zugaben
2001 Ecstasy eingenommen zu haben, war diese Altersgruppe besonders hoch vertreten. Wobei
in jener Altersgruppe die médnnlichen Vertreter eine weitaus hohere Beteiligung aufzeigten; 8,1%
gegeniiber den Frauen mit 5,6 %. Dementgegen hatten im Alter von 12-17 Jahren im Jahr 2001
2,8 % der Midchen im Vergleich zu Jungen mit 1,9 % héufiger Erfahrungen mit Ecstasy [79].
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Im Zusammenhang mit einer steigenden Popularitiit der Droge ist zu erwihnen, dass die MDMA
bedingten medizinischen Komplikationen um das 20-fache in den letzten Jahren gestiegen sind [[7].

Ungeachtet der Tatsache, dass Frauen, die Ecstasy einnehmen gewohnlich im gebédhrfihigen Al-
ter sind, ist wenig iiber die Verbreitung des Ecstasykonsums in dieser Zielgruppe bekannt, noch
iber die Auswirkungen auf das ungeborene Kind und dessen Entwicklung [[77]]. Jedoch wird so wie
die Einnahme von Ecstasy steigt, zwangsldufig auch die Zahl der Konsumentinnen steigen, welche
schwanger sind [12]]. Der Gruppe an Konsumenten, die vorwiegend Ecstasy (MDMA) und andere
synthetische Drogen einnimmt mangelt es in der Regel nicht an sozialer Integration. Die Problem-
bereiche dieser Konsumentengruppe betreffen stattdessen die Personlichkeit, Beziehungsfahigkeit
und das Selbsterleben, demnach mehr psychologische als soziale Dimensionen [[111]].

Die Nebenwirkungen, mit denen der Konsum von MDMA einhergeht, sind aulerordentlich viel-
filtig und hingen von der Dosis, der Dauer der Anwendung der Droge und dem individuellen
Metabolismus ab. Sie reichen von leichten korperlichen Beeintrachtigungen wie Kopfschmerzen,
Schwindel, Anstieg von Puls und Blutdruck iiber Herzrhythmusstorungen bis hin zu komatdsen
Zustinden oder fithren sogar zum Tod [24]. In der Literatur wird ebenso die Moglichkeit bei hidu-
figem Konsum von MDMA ernsthafte psychische Erkrankungen zu erleiden, beschrieben, dazu
zdhlen unter anderem Angstzustinde, Schlafstorungen, Depressionen und Psychosen [34, [100].
Desweiteren existieren Studien mit der Unterstiitzung bildgebender Verfahren, wie dem MRT, die
einen Verlust an grauer Substanz im Gehirn von MDMA Konsumenten nachgewiesen haben [23]].
Im Abschnitt werden Nebenwirkungen, Intoxikation und mégliche Langzeitfolgen, die Kon-

sumenten dieser Droge riskieren einzugehen, eingehender beschrieben.

1.1.3 Wirkung von MDMA auf das ungeborene Kind

MDMA und seine Metaboliten sind plazentagingige Substrate [16]. MDMA greift daher wie beim
Erwachsenen in vielerlei Hinsicht in die Stoffwechselvorginge des Fetus ein. Es existiert nur eine
begrenzte Anzahl an Studien, die den Einfluss von MDMA wihrend einer Schwangerschaft auf
die Fehlbildungsrate des Kindes untersucht haben.

Die in einer Studie von McElhatton et al. beschriebenen Fallzahlen von Schwangeren, die wih-
rend des ersten Trimenons der Schwangerschaft entweder Ecstasy allein oder in Kombination mit
anderen Drogen konsumiert haben, sind zu gering, um einen kausalen Zusammenhang zwischen
dem Konsum der Droge und den Fehlbildungen bei den aus den Schwangerschaften hervorge-
gangenen Kindern zu beweisen. Jedoch gibt die Publikation Hinweise darauf, daB moglicherweise
das Risiko von schwangeren Ecstasy-Konsumentinnen, ein Kind mit Fehlbildungen (hauptsédchlich
Herzfehler und Muskel-Skelett Anomalien) zu gebiren, erhoht ist [33]. Es gilt zu beriicksichtigen,
dass Frauen, die Ecstasy konsumieren, sich in ihrem Lebensstil von der Durchschnittsbevolke-
rung unterscheiden, so da man von zusitzlichen Gefahren fiir eine Schwangerschaft ausgehen
kann: soziales Umfeld, Essverhalten, Freizeitverhalten, mogliche Dehydrierung wéhrend des Dro-

genkonsums, Konsum von Begleitdrogen (Alkohol, Nikotin und andere psychotrope Substanzen)
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[46]. Das Risiko fiir ungewollte Schwangerschaften ist unter diesen Frauen besonders hoch, zumal

ungeplante Schwangerschaften bezogen auf die Gesamtbevilkerung bei iiber 50 % liegen [46]].

Die Anlage der Hirnstrukturen findet zum groBen Teil am Anfang der Schwangerschaft statt. Die
groflte Wachstumsphase aber vollzieht das menschliche Gehirn wihrend des letzten Trimenons der
Schwangerschaft und in den ersten zwei Lebensjahren [95]. Wihrend dieser Phase reagiert das
Gehirn am empfindlichsten auf externe Noxen [29]. Der derzeitige Mangel an klinisch belegten
Informationen beziiglich der transplazentaren neurotoxischen Wirkung von MDMA auf das unreife
Gehirn zeigt die Notwendigkeit von Tierversuchen auf, diesen Sachverhalt ausreichend zu kldren
[77].

1.1.4 Pharmakologie von MDMA

Um die stark variierenden Effekte dieser Droge, sowohl die vom Konsumenten gewollten, als auch
ungewollte Nebenwirkungen zu verstehen, ist es hilfreich, kurz die Grundlagen der Pharmakologie,
einschlieBlich der Pharmakokinetik und der Wirkung aufs Gehirn und anderer Organe zu erldutern.
Ecstasy ist chemisch gesehen ein ring-substituiertes Amphetaminderivat (3,4-Methylendioxy-N-
methamphetamin, Strukturformel in Abbildung [I.2)) [55]. Es hat jedoch zusitzlich zu den typi-
schen Wirkungen von Amphetaminen halluzinogene Wirkungen. Strukturell ist es auch mit bei-
dem verwandt, zum einen mit dem psychomotorischen Stimulanz Amphetamin, zum anderen mit
dem Halluzinogen Meskalin [108]. MDMA ist eine lipophile Substanz und wird nach oraler Ga-
be gut resorbiert. Die hochsten Konzentrationen im Plasma werden nach zwei Stunden erreicht.
MDMA wird hauptsédchlich hepatisch metabolisiert [S5)]. Aufgrund der Lipophilie ist die Droge
ZNS-gingig und fiihrt zu anhaltenden Storungen der Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke [90].
Sie greift ebenso wie LSD (Lysergsdurediethylamid) und Meskalin in den Serotoninstoffwechsel
ein, indem es die Wiederaufnahme dessen in die priasynaptische Membran blockiert. Es fiihrt zu
einer Flussumkehr am Serotonintransporter (SERT) und fiihrt zur Ausschiittung von Serotonin ins
Zytosol [60]. Diese Entleerung der Serotoninspeicher fiihrt zu einer Schidigung in den terminalen
Enden der serotonergen Axone in multiplen Hirnregionen [81]. MDMA verursacht eine anhaltende
Verminderung der vesikuldren und membrandsen Serotonintransporter (SERT) [116]. Desweiteren
hemmt MDMA die Tryptophanhydroxylase, das limitierende Enzym der Serotoninsynthese [24].
MDMA tritt nicht direkt mit den Rezeptoren der Neurotransmitter in Wechselwirkung, sondern
fordert deren Freisetzung und erhoht die Konzentration. Pharmakologisch gesehen hat MDMA
eine dhnliche Wirkung auf Dopamin und Noradrenalin, allerdings mit einer weitaus geringeren
Affinitdt [21) 24]. Eine signifikante Schiddigung an dopaminergen Nervenendigungen konnte un-
ter einer speziellen MDMA Dosierung ebenfalls beobachtet werden [93]. Im Tierversuch konnte
auch ein Hinweis auf eine erhohte Ausschiittung von Acetylcholin durch MDMA nachgewiesen
werden [37]. Wiederholte Anwendungen innerhalb kurzer Zeit (Stunden-Tage) fithren insofern zu
einer Potenzierung der Wirkungen und Nebenwirkungen, als das MDMA seinen eigenen Meta-

bolismus hemmt [24] und einige der Enzyme, die MDMA metabolisieren eine Sittigungskinetik
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aufweisen [S5]. Die Elimination der Droge aus dem Korper wird relativ langsam vollzogen. Die
Halbwertszeit fiir MDMA im Blut liegt ungefihr bei acht Stunden. Dadurch, dass es aber ungeféhr
40 Stunden dauert bis mehr als 95 % aus dem Blut entfernt wurden, lassen sich die moglichen
unangenehmen Nachwirkungen erklédren, die noch ein bis zwei Tage nach dem Konsum bestehen
konnen [53]).

Zusammenfassend erhoht MDMA kurzfristig die Level verschiedener Transmitter, vorwiegend
von Serotonin, aber auch von Dopamin und Noradrenalin im Gehirn, indem sie die vesikuldren
Speicher leert, die Wiederautnahme hemmt, eine Flussumkehr am Transporter und eine Hem-
mung des eigenen Metabolismus verursacht. Langfristig gesehen kommt es zu einer Umkehr die-
ser kurzweiligen Uberflutung, niamlich zu einer Erniedrigung der Transmitterspiegel durch eine
Herabregulierung der Transporter, durch eine verminderte Synthese der Transmitter und zu einer
Erhohung der Rezeptordichte, welches als Anpassung fiir den anhaltenden Transmittermangel in-
terpretiert werden kann [55]. Die Wirkungen auf pharmakologischer Ebene erkldren die zum Teil

drastischen Nebenwirkungen der Droge, die im nachfolgenden Abschnitt ausfiihrlicher beleuchtet

H
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O

Abbildung 1.2: Strukturformel von MDMA.

werden sollen.

1.1.5 Wirkungen und Gefahren von MDMA

Die im Folgenden erwihnten Wirkungen und Nebenwirkungen variieren je nach Dosis, Haufig-
keit und Dauer der Anwendung der Droge. Die aufgezihlten moglichen Langzeitfolgen sind da-
her hauptsichlich bei chronischem Gebrauch der Droge zu erwarten. Serotonin ist mehrheitlich
Verursacher der psychischen Wirkungen und Nebenwirkungen von MDMA, wihrend vorwiegend
Noradrenalin fiir die korperlichen Effekte verantwortlich gemacht wird [S5]. Die Folgen einer
Intoxikation, die bei uniiblich hohen Dosen oder abnorm sensiblen Individuen auftreten konnen,

werden separat beschrieben.

Erwiinschte Wirkungen

MDMA erhoht die Ausschiittung von Serotonin und in geringerem Mal3e auch von Dopamin und
Noradrenalin und hemmt deren Wiederaufnahme in die Vesikel [24) 21 [115]]. Diese Neurotrans-
mitter sind verantwortlich fiir die sogenannten Gliicksgefiihle, die von den Drogenkonsumenten

beschrieben werden. Einige psychische und physische Wirkungen seien an dieser Stelle erwéhnt.



6 KAPITEL 1. EINLEITUNG

MDMA wirkt stimulierend auf das Zentralnervensystem dhnlich wie Amphetamin (alpha-
Methylphenethylamin), welches gleichfalls ein indirektes Sympathomimetikum ist [25]. Die hédu-
figsten Effekte umfassen gehobene Stimmung bis hin zu Euphorie, Gliickseeligkeit, Extroversion,
Niéhegefiihl zu Anderen, gesteigerte Empathie und Geselligkeit und eine verinderte Wahrnehmung
von Farben und Gerduschen [24]. Es ldsst die korperlichen Leistungsgrenzen vergessen und steigert
die Ausdauer. Ecstasy- und LSD-Abuser behaupten, die Selbstkontrolle sei weitgehend erhalten
und die Introspektionsfahigkeit steige. In beiden Féllen handelt es sich jedoch eher um Illusionen
und Fehleinschitzungen aufgrund psychotroper Wirkungen der Droge.

Die psychologischen Effekte von MDMA werden von einigen Autoren als Entactogenie (in-
nerliche Beriihrung), die Empfindung, dass die Welt in Ordnung ist, und Empathogenie, d.h. das
Empfinden von Nihe und das Fehlen von zwischenmenschlichen Barrieren beschrieben. Diese

Wirkungen machen Ecstasy zu einer bekannten und beliebten Partydroge [111]].

Unerwiinschte Wirkungen / Nebenwirkungen

Korperliche Nebenwirkungen, die akut auftreten konnen, sind Zittern, Schwitzen, Schwindel,
Anstieg von Puls und Blutdruck, Mydriasis, Kopfschmerz, trockener Mund, Rastlosigkeit, Palpi-
tationen, Kélteempfindlichkeit, Nystagmus, Tremor, Muskelkrdmpfe und Dehydrierung bis zum
Nierenversagen [24]. MDMA verringert nachweislich den Appetit [90]].

Die Droge kann zu einer Steigerung der Korpertemperatur fiithren, die durch exzessive Bewe-
gung und fehlende Fliissigkeitsaufnahme noch verstirkt werden kann. Durch MDMA (Ecstasy)
sind bei exsikkierten bzw. hypoglykdamischen Personen wiederholt Todesfille aufgetreten. Be-
kannt sind ausserdem Todesfille durch Maligne Hyperthermie induziert durch den Konsum die-
ses Rauschmittels [111]. MDMA ist zudem hepato-, nephro- und kardiotoxisch. Eine verstirk-
te Apoptose von Leberzellen konnte 72 Stunden nach Ecstasykonsum festgestellt werden [[114].
MDMA greift in den Hormonhaushalt des Menschen ein, indem es akut zu einer Erhohung der
Sekretion von Cortisol, Prolaktin, ACTH, DHEA und Vasopressin (ADH) fiihrt [24]. Serotonin ist
das Amin mit der stdrksten vasokonstriktorischen Potenz im Gehirn. Bei exzessiver Ausschiittung
durch MDMA erhoht es die Gefahr fiir zerebrovaskulire Infarkte und Himorrhagien [96]].

Psychische Nebenwirkungen: Zu den unerwiinschten psychischen Nebenwirkungen die akut
auftreten konnen, zdhlen Angst, Hyperaktivitit, Schlaflosigkeit, Depersonalisation, Verwirrung
und die Unfihigkeit einen Gedanken zu fixieren. Gelegentlich fithren diese Symptome zu Pa-
nikattacken, Delir oder sogar psychotischen Episoden, welche gewohnlich mit dem Fortschreiten
der Elimination der Droge aus dem Korper nachlassen. Einige Menschen empfinden ein sehr star-
kes Vergiftungsgefiihl, welches erst nach ein bis zwei Tagen nachlésst. Zu den spiter auftretenden
Symptomen zéhlt Depression, Angst, Konzentrationsschwierigkeiten und Abgeschlagenheit, die
denen nach Alkoholexzessen nahekommt. Trotz der erwihnten Nebenwirkungen empfindet die
Mehrzahl der Konsumenten ein Uberwiegen der positiven Effekte der Droge, was den anhaltend
hohen Konsum der Droge erklart [[111}155].
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Mogliche Langzeitfolgen

e FEine geringere Konzentration an grauer Substanz im Neokortex, Hirnstamm, Cerebellum
und vorderem Cingulum wurde bei Langzeit-MDMA Konsumenten beschrieben, zuriickzu-

fiihren auf Neurotoxizitit, vaskuldre Ischimie und neurotrophe Effekte [23]].

e In der Literatur wird iiber verschlechterte Gedédchtnisleistungen und Konzentrationsschwie-
rigkeiten bet MDMA Konsumenten berichtet. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen

den Gedichtnisleistungen und der Menge an MDMA die konsumiert wurde existiert [89, [74].

e Eine Herabsetzung der Entscheidungsfihigkeit, Informationsverarbeitung, logischem Den-
ken und einfachem Problemldsungsvermogen wird in mehreren Studien zum Ausdruck ge-
bracht 113,40, 84, [89]].

e Die Gefahr der Auslésung von Psychosen und Panikattacken ist bei Ecstasy (MDMA) Kon-

sumenten gegeniiber der Normalbevolkerung erhoht [S5, [15].
e Bei wiederholter Anwendung wird das Immunsystem anhaltend geschwicht [22, 24].

e Durch die Verdnderungen im Serotonin-Stoffwechsel kann der Schlaf-Wach-Rhythmus er-

heblich gestort werden und die Konsumenten langfristig mit Schlafstorungen plagen [100].

e Durch den langfristig entstehenden Mangel an Serotonin und die Herabregulierung der Se-

rotonintransporter konnen Depressionen und Stimmungsschwankungen folgen [24].

e Nach lingerem Ecstasy-Missbrauch kann sich ein organisches Psychosyndrom entwickeln,
das gekennzeichnet ist durch: Konzentrationsstérung, Merkstérung, Wortfindungsstérung,

Depression, Antriebsstorung und motorische Unruhe [[111].

Intoxikation: Eine Intoxikation mit MDMA kann folgendes Beschwerdebild hervorrufen: Ubel-
keit, Erbrechen, Schweilausbriiche, Tachykardien, kardiale Arrhythmien, Hypertension, Seroton-
insyndrom, Hyperthermie, Panikattacken, Psychosen, Leberschidden, Krampfanfille, Hyponatriimie,
Koma, Nierenversagen im Zusammenhang mit einer Rhabdomyolyse und in seltenen Fillen sogar
zum Tod fiihren [[7, 24, [111]].

1.1.6 Neurotoxizitat von MDMA und resultierende kognitive
Beeintrachtigungen

Uber die Neurotoxizitit von MDMA wurde in den letzten Jahren viel berichtet und die Forschung
hat enorme Fortschritte auf diesem Gebiet geleistet. Dass hohe Dosen von MDMA eine dauerhaft
neurotoxische Wirkung auf serotonerge Nervenendigungen bei Nagern und Primaten hat, ist hin-
reichend schon in den 80er Jahren untersucht worden [6, 80, 36]]. Es existieren zudem Studien die

diese durch MDMA verursachte Schidigung an serotonergen Nervenendigungen beim Menschen
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in dhnlichem Ausmaf} beschreiben [75]]. Der Fokus der Studien, die sich mit der durch MDMA in-
duzierten Neurotoxizitédt befasst haben, lag bisher auf der verursachten langfristigen Verminderung
der Serotoninlevel und einer Schadigung an serotonergen Nervenendigungen. Unumstritten ist die
neurotoxische Wirkung von MDMA auf serotonerge und dopaminerge Neurone mittlerweile in et-
lichen Studien sowohl bei Nagern, als auch bei Primaten nachgewiesen [21,93,,159]. Ein wichtiger
Mechanismus, auf den die Schidigung serotonerger terminaler Axone und eventuell auch ande-
rer Strukturen des Gehirns, zuriickzufiihren ist, scheint die durch MDMA verursachte vermehrte
Bildung freier Radikale [20]].

MDMA verursacht Schiaden auf mehreren Ebenen, sei es durch Toxizitit, vaskuldare Ischdmie
oder neurotrophe Effekte. Im Zusammenhang mit einer langfristigen Senkung der Serotoninspie-
gel und den zuvor erwihnten Schiden scheinen die kognitiven Gedéchtnisleistungen bei MDMA
Konsumenten herabgesetzt zu sein. Von McCann et al. wurden 1999 in einer Studie 22 Ecstasy-
Konsumenten vergleichend gegen 23 Kontrollprobanden mit einer computergestiitzten Testbatte-
rie untersucht und es wurde die zerebrospinale Konzentration des Serotoninmetaboliten 5S-HIAA
gemessen. In Untersuchungen, die das Kurzzeitgedéchtnis, die komplexe und die anhaltende Auf-
merksamkeit, die visuelle Diskriminierung, sowie das Arbeitsgedédchtnis priifen, wiesen die Ecstasy-
Konsumenten Defizite auf. Die Defizite des Arbeitsgeddchtnisses waren direkt assoziiert mit dem
Ausmal des Ecstasy-Konsums. Die Werte des Serotoninmetaboliten 5-HIAA waren bei den Ecstasy-
Konsumenten signifikant erniedrigt. Die cerebrospinalen 5-HIAA-Werte waren jedoch nicht kor-
reliert mit den Ergebnissen der kognitiven Performance Tests [[74].

Die durch MDMA verursachte Hyperthermie spielt vermutlich zusitzlich eine entscheidende
Rolle bei dessen neurotoxischer Wirkung. Arzneimittel oder kalte Umgebungstemperaturen, die ei-
ne Hyperthermie bei Versuchstieren in verschiedenen Studien verhinderten, konnten die toxischen
Effekte von MDMA deutlich abschwéchen [70, 38]]. Unklar ist, ob die Neurotoxizitdt von MDMA
direkt ausgeht oder von einem Metaboliten. Beide, MDMA und sein aktiver Metabolit MDA sind
serotonerge Neurotoxine. Allerdings schiitten sie bei direkter Applikation ins Gehirn nur Trans-
mitter aus, wirken aber in keinster Weise neurotoxisch auf die Neuronen. Daher ist anzunehmen,
dass eine vorherige metabolische Aktivierung notwendig ist, um eine neurotoxische Wirkung zu
erzielen [24]. Wenn in der Literatur die Rede von Neurotoxizitit im Zusammenhang mit MDMA
ist, ist vorherrschend die Zellschidigung an serotonergen Neuronen gemeint. Allerdings ist der
Mangel an Serotonin nicht notwendigerweise gleichzusetzen mit einem neurotoxischen Schaden,
da das Muster von Markern, die eine Neurodegeneration in Gehirnstrukturen nachweisen, nicht
mit den Regionen iibereinstimmten, die einen stark gesenkten Serotoninspiegel aufwiesen [7]]. Als
Ursachen fiir die Neurotoxizitit von MDMA sind unter anderem oxidativer Stress, Exzitotoxizitiit,
Hyperthermie, Apoptose und mitochondriale Dysfunktion anzusehen [90].

All diese Erkenntnisse wurden durch Untersuchungen an adulten Versuchstieren gewonnen. Es
existieren kaum Studien, die die Neurotoxizitit von MDMA in neonatalen Gehirnen untersucht
haben. Im folgenden Abschnitt soll daher die Vulnerabilitit des Gehirns in dieser Phase néher

erldutert werden.
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1.2 Die Phase des rapiden Hirnwachstums

Das Sédugergehirn durchlduft im Rahmen seiner Entwicklung eine Phase des rapiden Hirnwachs-
tums, die 1979 von Dobbing als ,,brain growth spurt period* beschrieben wurde [30]. Wihrend
dieses Zeitraums spielen sich sehr viele wichtige Vorgéinge im Gehirn ab: Migration und Diffe-
renzierung von Nerven- und Gliazellen und die Verkniipfung von Synapsen, bezeichnet als Syn-
aptogenese, bei der Trillionen von synaptischen Verbindungen gekniipft werden. Gleichzeitig tritt
in diesem Stadium eine voriibergehende Welle physiologischer apoptotischer Zelluntergédnge von
Neuronen auf [50, 82, [95]].

Bezogen auf den Zeitpunkt der Geburt verlduft die Phase des rapiden Hirnwachstums bei den
verschiedenen Siugerspezies zu unterschiedlichen Zeiten (vgl. Abbildung [I.3)). Die rapide Hirn-
wachstumsphase des Menschen umfasst die Perinatalzeit, genauer genommen ab Beginn der 23.
Schwangerschaftswoche bis zum Beginn des dritten Lebensjahres des Kindes. Demgegeniiber ver-
lauft der vergleichbare Zeitrahmen des groten Hirnwachstums bei der Ratte postnatal, beginnt mit
der Geburt und umfasst die ersten drei Lebenswochen. Die maximale Wachstumsgeschwindigkeit
liegt zwischen dem sechsten und zehnten Lebenstag [30, 95]. Um Phédnomene zu modellieren, die
sich im menschlichen Gehirn wihrend der Periode des rapiden Hirnwachstums abspielen, wird die

Ratte withrend der vergleichbaren onthogenetischen Phase als Tiermodell benutzt.
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Abbildung 1.3: Die Periode des rapiden Hirnwachstums ,,Brain growth spurt period*.
Modifizert nach Dobbing und Sands 1979 [30]. Die x-Achse zeigt das jeweilige Alter der verschiedenen Sdugetiere
an. Die Einheiten sind in Klammern fiir jede Spezies individuell angegeben. Die y-Achse ist als Gewichtszunahme in
Prozent des Gewichts eines adulten Gehirns zu verstehen.
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1.3 Programmierter Zelltod - Apoptose

Jede Zelle eines multizelluldren Organismus ist Mitglied eines streng organisierten Zellverbandes.
Die Gesamtzahl der Zellen ist genau reguliert. Die Balance zwischen Zellteilung und Zelltod spielt
in einem adulten Organismus eine wichtige Rolle [3]. Wird eine Zelle im Laufe der Entwicklung
nicht mehr benotigt, ist sie defekt, mutiert oder infiziert, so aktiviert sie ein intrazelluldres Todes-
programm und zerstort sich selbst. Dieses Phinomen beobachteten Kerr et al. (1972) zum erstem
Mal und prégten den Begriff der ,,Apoptose* als eine Form des programmierten Zelltodes [57].
Dieser ist dem Griechischen entlehnt und bezeichnet das Herabfallen der Blétter von den Bdumen
[62]. Der stereotype Ablauf der Apoptose fiihrt zum stillen ,,Verschwinden* der Zelle nach Durch-
laufen charakteristischer morphologischer Verinderungen ohne Beschidigung des umliegenden
Gewebes durch adverse Immun- oder Entziindungsreaktionen. Wie aber wird nun das irreversible
Todesprogramm gestartet und wie kommt es erstmals zur Aktivierung der Initiatorcaspasen?

Im Folgenden soll daher kurz auf die beiden klassischen Hauptwege der apoptotischen Kaskade
eingegangen werden. Das fiir die Einleitung der Apoptose verantwortliche Signal fiihrt, entweder
von ausserhalb der Zelle iiber sogenannte ,,Todesrezeptoren‘ auf der Zelloberflache (extrinsisch)
oder durch intrazellulidre Sensoren eingeleitet (intrinsisch) zur Aktivierung von Initiatorcaspasen.
Der extrinsische wie auch der intrinsische Aktivierungsweg sind durch Inhibitoren und Aktivatoren
feinstufig regulierte Mechanismen, die in einer gemeinsamen Endstrecke Effektorcaspasen schnei-
den und aktivieren [63]]. Diese Kaskade wird auf mehreren Ebenen beeinflusst, so auch durch die
Neurotrophine, die in Abschnitt [I.4] ndher erldutert werden sollen. Apoptose scheint im Zusam-
menhang mit der Einnahme von MDMA ein vorherrschender Mechanismus zu sein, der einen
vermehrten Nervenzelluntergang verursacht. Dafiir konnten einige Studien in der Vergangenheit
bereits Nachweise erbringen [[77, (18} 154} [109].

1.3.1 Die Bedeutung der Apoptose in der Hirnentwicklung

Wie fiir alle Organe und Organsysteme kommt der Apoptose wihrend der Entwicklung eine enor-
me Bedeutung zu, so auch dem Zentralnervensystem (ZNS). Der Programmierte Zelltod stellt
dabei den Mechanismus zur Elimination unbrauchbarer Neurone in der Organogenese dar. Neu-
rone und Gliazellen werden im Uberschuss produziert und im Rahmen der Hirnreifung geht un-
gefidhr die Halfte ihrer Ausgangszahl unter [13]. Die Apoptose hat vielfiltige Funktionen fiir die
Hirnentwicklung. Sie dient zum einen dem Erreichen optimaler Zahlenverhéltnisse zwischen ver-
schiedenen Neuronenpopulationen, Neuronen und ihren Zielzellen. Zellen mit uneffektiven oder
fehlerhaften synaptischen Verbindungen werden eliminiert. Weiterhin werden iiberfliissige ekto-
pe Zellen und Zellen einer fritheren Entwicklungsstufe entfernt. Zum anderen spielt sie fiir die
Morphogenese und die Plastizitdt eine entscheidende Rolle [[13].

Die Synaptogenese ist zusammenfassend als ein Prozess der Interaktion des prasynaptischen

Neurons und der entsprechenden Zielzelle zu verstehen. Der aktive Zelltod ermdglicht eine optima-
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le Abstimmung zwischen diesen beiden Zellpopulationen. Die prasynaptischen Neurone konkur-
rieren untereinander um Wachstumsfaktoren von den Zielzellen. Schaffen sie es nicht, die Zielzel-
len zur Bildung von ausreichend trophischen Faktoren anzuregen, so sterben sie den programmier-
ten Zelltod. Gleichsam ergeht es den Zielzellen, wenn sie keine ausreichende afferente Stimulation
erhalten [66]. Am héufigsten sind jedoch reife Neuronen betroffen, die bereits iiber Verbindungen

zu afferenten und efferenten Zellen verfiigen [13]].

1.3.2 Die Bedeutung der Apoptose in Bezug auf Erkrankungen

Wie zuvor schon erwiéhnt iibernimmt die Apoptose wihrend der Entwicklung regulative Aufgaben.
So dient sie, neben der Kontrolle der Zellzahl (z.B. von Neuronen) und der Formung von Strukturen
(z.B. der Finger in der Embryonalentwicklung), der Entfernung unnétiger Strukturen (z.B. Miil-
ler’sche Ginge beim Mann). Sie hat aber auch spéter Einfluss auf den Erhalt des Korpersystems
und sorgt fiir die Elimination abnormer, infizierter oder schidigender Zellen (z.B. Tumorzellen)
[51]. Der Umstand, dass in Folge einer gestorten Regulation der apoptotischen Signalwege zu vie-
le oder zu wenige Zellen sterben, wird als Ursache fiir viele Krankheiten angesehen [45]. Eine zu
hohe Apoptoserate wird beispielsweise bei den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, wie
Colitis ulcerosa und Morbus Crohn und bei den neurodegenerativen Erkrankungen, wie Morbus
Alzheimer, Morbus Parkinson und Multiple Sklerose beobachtet. Eine zu geringe Apoptoserate
dagegen wird mit der Entstehung von kongenitalen Fehlbildungen, wie der Myelomeningozele
und malignen Erkrankungen in Verbindung gebracht, wie Leukdmien, Lymphome und auch Kar-
zinome. Eine mangelnde Phagozytose apoptotischer Zellen liegt bei den Autoimmunerkrankun-
gen Lupus erythematodes und der Rheumatoiden Arthrits vor. Ein Teil dieser Erkrankungen kann
bereits heute durch die gezielte Manipulation der zuvor genannten Apoptosesignalwege positiv
beeinflusst werden [[10, [63]].

1.4 Neurotrophine

1.4.1 Die Bedeutung der Neurotrophine im sich entwickelnden Gehirn

Wachstumsfaktoren sind Polypeptide, welche an transmembranire Rezeptoren binden und eine
spezifische, intrazelluldre Antwort auslosen konnen. Zu dieser Familie gehoren auch Nerven-
wachstumsfaktoren - die Neurotrophine. Sie sind fiir die Entwicklung, Reifung und Funktion des
Zentralen Nervensystems von grofler Bedeutung.

Zu den Nervenwachstumsfaktoren gehoren die Neurotrophine BDNF (brain-derived neurotro-
phic factor), NGF (nerve growth factor), NT-3 (neurotrophin 3), NT-4 und NT-5 [5]. Diese Neuro-
trophine spielen eine entscheidende Rolle fiir das Wachstum, Uberleben und die Erhaltung der
Neurone im sich entwickelnden Gehirn durch Regulierung der Apoptose (vgl. Abschnitt [1.3)).

Sie konnen diverse intrazelluldre Signale aktivieren, die das Zelliiberleben unterstiitzen. Die sich
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entwickelnden Neurone brauchen die trophische Unterstiitzung der Wachstumsfaktoren. Daher
kommt es bei einem Verlust der Neurotrophine zur Aktivierung des programmierten Zelltodes
[72]. Der Begriff Neurotrophin wurde mit der Neurotrophinhypothese von Viktor Hamburger und
Rita Levi-Montalcini 1952 eingefiihrt. Diese geht davon aus, dass unreife Neurone um limitierte,
von Zielzellen dargebotene trophische Faktoren konkurrieren. Nur funktionierende Neurone mit
korrekten synaptischen Verbindungen erhalten gentigend Unterstiitzung durch diese Wachstums-
faktoren, um iiberleben zu konnen. Neurone die nicht geniigend trophische Faktoren erhalten, wer-
den durch Apoptose entfernt. So wird durch diesen kontrollierten physiologischen Zelltod erreicht,
dass die uiberfliissigen, funktionslosen Neurone eliminiert werden, um den Ablauf im funktionie-

renden Gewebe nicht zu storen [66), [88]].

1.4.2 Rezeptorbindung und Aktivierungswege der Neurotrophine

Die Neurotrophine konnen an membranstindige Rezeptoren binden. Es existieren zwei Typen von
Rezeptoren p75 Neurotrophin Rezeptor (p75"V7), ein Rezeptor der TNF-Rezeptor Familie und
ligandenspezifische Rezeptoren der Tyrosinkinase-Rezeptor-Familie (TrkA, TrkB und TrkC)[3].
Der p75VTR ist in der Lage alle fiinf reifen Neurotrophine zu binden, allerdings ist die Affinitiit
vergleichsweise gering. Die Rezeptoren der Trk-Familie (trk, tyrosine kinase receptor) dagegen
sind affiner und binden spezifisch nur bestimmte Neurotrophine [5]. TrkA bindet nur NGF, TrkB
bindet BDNF, NT-3, NT-4 und NT-5, wihrend TrkC wiederum nur einen Wachstumsfaktor spezi-
fisch bindet NT-3. Mit den Neurotrophinvorstufen, sog. Precursorproteine oder Proneurotrophinen
verhilt es sich umgekehrt. Sie binden hochaffin an p75"7R, aber haben kaum eine Affinitit zu
Trk-Rezeptoren. Auch diesen Neurotrophinprecursoren werden mittlerweile neuromodulatorische
Funktionen zugeschrieben [65]. So ist z.B. ProNGF ein Ligand mit hoher Affinitit fiir p75"7%

und induziert iiberwiegend p75N7R

-abhiingige Apoptose in Neuronenkulturen. Die Aktivitdt von
ProNGF am TrkA Rezeptor ist minimal und unterstiitzt daher nur gering die Differenzierung und
das Uberleben der Zellen [63]]. Reife Neurotrophine binden selektiv an Trk-Rezeptoren, aber inter-
agieren auch mit niedrigerer Affinitit mit den p75 Neurotrophinrezeptoren. Obwohl die Expression
von p75MTR die Affinitit und Spezifitit von Trk-Neurotrophin-Interaktionen erhhen kann, indu-
ziert p75 auch Apoptose in Oligodendrozyten, Neuronen und vaskuldren Muskelzellen bei Abwe-
senheit oder Verminderung von Trk Rezeptoren. Der p75"7R Rezeptor enthilt eine Todesdomiine
(death domain), bei deren Bindung das intrazelluldre Todesprogramm gestartet wird [64]. Die Re-
gulierung der Apoptose durch Neurotrophine geschieht durch die Aktivierung von Proteinkinase-
kaskaden. Die Schliisselelemente sind zum einen Phosphoinositol-3-Kinase und Akt, zum anderen
Shc und die mitogenaktivierte Proteinkinase (MAPK). BDNF aktiviert die extrazelluldr signal-
regulierten Kinasen (ERK1/2) und die Phosphoinositol-3-Kinase Signalwege [19]. Die Bindung
an Rezeptoren der Trk-Familie kann eine Kaskade von Kinasen auslosen, die sich anti-apoptotisch
auswirkt. Zentrales Enzym dieses Mechanismus ist die, vor allem im angloamerikanischen Sprach-

raum, auch als ,,Akt* bekannte Proteinkinase B.
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Um auf die klassische Neurotrophinhypothese zuriick zu kommen, wurde sie insofern erginzt,
als dass ein Neurotrophin bei der einen Neuronenpopulation Uberleben fordern kann, wihrend es
bei einer anderen Neuronenpopulation Zelltod verursacht. Aufgrund dieses divergenten Verhaltens
sieht man Neurotrophine heute nicht mehr nur als Neurostimulatoren an, sondern als Neuromo-
dulatoren. Es scheinen viele Signalwege auf der Ebene der Neurotrophine zusammen zu wirken,

allerdings wird ihr Zusammenspiel noch nicht vollstindig verstanden [64].

1.4.3 Interaktionen zwischen Neurotrophinen und MDMA

Da sowohl MDMA als auch die Neurotrophine einen Einfluss auf die apoptotische Kaskade haben,
wird im Folgenden deren Zusammenspiel ndher betrachtet. Es existieren einige wenige Arbeiten,
die diesen Aspekt genauer studiert haben.

In einer Arbeit von Mamounas konnten intracortikale Infusionen von BDNF den neurotoxi-
schen Verlust von serotonergen Axonen durch PCA (p-Chloramphetamin) vollstindig verhindern.
PCA gehort ebenso wie MDMA zu den Amphetaminderivaten. NT-3 dagegen fiihrte nur zu einer
moderaten Verringerung des neurotoxischen Schadens durch PCA. In der gleichen Studie fiihrten
allein BDNF-Infusionen in den Neokortex, bei ansonsten unbehandelten Ratten zu einem Anstieg
der Serotonin-Axondichte in einem Umkreis der Kaniile von 3mm. Demnach unterstiitzt BDNF
das SprieBen von reifen unverletzten serotonergen Axonen und steigert in groBem Umfang das
Uberleben von durch PCA geschidigten Axonen [71]].



14 KAPITEL 1. EINLEITUNG

1.5 Herleitung einer Aufgabenstellung

In den letzten Jahren wurde immer deutlicher, dass das unreife Gehirn in der Periode des rapi-
den Hirnwachstums extrem anfillig fiir schidigende Mechanismen ist. Es reagiert mit einem pa-
thologisch erhohtem Neuronenuntergang als Antwort auf verschiedene schidigende Einfliisse. In
experimentellen Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass diverse Substanzen und Umstinde im
unreifen Gehirn der Ratte eine apoptotische Neurodegeneration verursachen konnen. Dazu zih-
len der Status epilepticus, Hypoxie/Ischimie, Schideltrauma, Alkoholkonsum der schwangeren
Mutter, Infektionen, Toxine und pharmakologische Wirkstoffe wie Narkotika, Anésthetika und
Antiepileptika [49, 9, 87,48, 47]. Diese exogenen Ausloser fithren zur Neurodegeneration, die ein
pathologisches AusmaB erreichen und bleibende Schidden verursachen kann.

Aus den Untersuchungen mit diesen verschiedenen Substanzen auf das neonatale Gehirn und
den daraus gewonnenen Erkenntnissen, stammt die Idee zu dieser vorliegenden Dissertation. All
die zuvor erwihnten Ursachen fiihrten zu einer Neurodegeneration im infantilen Gehirn der Rat-
te. Da MDMA (3,4-Methylendioxy-N-Methamphetamin, ,,Ecstasy*‘) eine nicht nur in Deutschland
weit verbreitete Droge ist, entstand die Frage nach deren Wirkung auf das neonatale Gehirn bei
einem Konsum wéhrend der Spiatschwangerschaft, denn Ecstasy und seine Metaboliten sind pla-
zentagdngige Substanzen [16].

Um diese Frage zu beantworten wurde, mit den in Abschnitt [2| beschriebenen und etablierten
Methoden, die Wirkung von MDMA in der Phase des rapiden Hirnwachstums (vgl.[I.2)) am Modell
der neonatalen Ratte untersucht. In der Mehrheit der vorherrschenden Studien wurde der Schwer-
punkt der Untersuchungen auf die neurotoxische Wirkung von MDMA auf serotonerge Nervenen-
digungen gelegt. Ein eher stiefmiitterlich erforschter Aspekt der MDMA-Toxizitit ist die Fahigkeit
tatsichlich ein Absterben von Nervenzellen zu verursachen [[101]. Diesem Gesichtspunkt soll in
dieser Arbeit vermehrt Aufmerksamkeit geschenkt werden. Zudem wurden die neurotoxischen Ef-
fekte von MDMA bisher nur ausreichend an adulten Ratten nachgewiesen. Bei einer wachsenden
Befiirchtung iiber die Risiken, die ein Ecstasy-Konsum auf das fetale unreife Gehirn haben konnte,
ist die Erforschung der Auswirkungen nahezu tiberfillig.

Die zentrale Fragestellung ist daher zum einen, ob und in welchem Ausmal MDMA im un-
reifen neonatalen Gehirn Nervenzellunterginge hervorruft. Ist die Degeneration von Nervenzellen
tatsichlich apoptotischer Natur? Interessant ist hierbei insbesondere das Zeitintervall in dem das
infantile Gehirn sensibel fiir Stérungen, die iiber das physiologische Mall an Apoptose hinaus-
gehen, ist. Ab welcher Dosis ist eine signifikant vermehrte Nervenzelldegeneration nachweisbar?
Zudem ist zu untersuchen, ob eine repititive Dosis oder eine einmalige Dosis bei gleicher Gesamt-
dosis, stirkere neurotoxische Effekte aufzeigt. Ist die neurodegenerative Wirkung von MDMA
dabei dosis-, alters- und/oder zeitabhidngig? Wie grof} ist das Ausmalf} der Neurodegeneration auf
verschiedene Regionen des neonatalen Gehirns? Welche Regionen reagieren besonders sensibel?
Diese Fragen sollen mit Hilfe histologischer Untersuchungen beantwortet werden. Dabei kommen

verschiedene Farbemethoden zum Einsatz und deren Ergebnisse sollen verglichen werden.
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Zum anderen soll im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit das Zusammenspiel und die Regulati-
onsmechanismen zwischen MDMA und den Neurotrophinen im Gehirn auf molekularbiologischer
Ebene beleuchtet werden. Welche Auswirkung hat MDMA auf die Expression von Nervenwachs-
tumsfaktoren? Im Mittelpunkt der Untersuchungen steht BDNF (brain-derived neurotrophic fac-
tor), als ein Vertreter dieser Nervenwachstumsfaktoren. Ist die Regulation von BDNF zeit- und
dosisabhédngig? Zum Vergleich sollen auch die Transkriptionsraten in verschiedenen Zeitinterval-
len zweier anderer Neurotrophine, NT-3 und NGF mit untersucht werden. In welchem Ausmaf
und in welchem Zeitintervall verdndern sich die Transkriptionsraten fiir BDNF, NT-3 und NGF?
Und wie verédndert sich die tatsdchliche Menge an BDNF als synthetisiertes Protein nach Appli-
kation von MDMAY? Bei diesem zweiten Teil der Aufgabenstellung sollen molekularbiologische
Verfahren wie PCR und Western Blot zum Einsatz kommen. Um herauszufinden, ob BDNF eine
neuroprotektive Funktion in diesem Zusammenhang besitzt, soll abschlieBend die Wirkung von
MDMA auf BDNF-Knockout-Miuse im Vergleich zum Wildtyp untersucht werden. Dariiber hin-
aus werden zusitzlich die Daten des Korpergewichtes und der Sterblichkeit der Versuchstiere ver-
merkt und ausgewertet, da in der Literatur eine appetitziigelnde Wirkung von MDMA und eine
erhohte Mortalititsrate haufiger Erwdhnung finden. Als Modell wird die neonatale Ratte verwen-
det. Giinstig hierbei ist, dass bei Versuchen mit neonatalen Ratten eine exakte Dosis appliziert
werden kann. Dementsprechend kénnen direkte dosisbezogene Riickschliisse auf die neurodege-
nerative Wirkung von MDMA gezogen werden. Bei einer Verabreichung bei schwangeren Tieren
wire dies nicht gegeben. Abgesehen davon eignet sich die Ratte gerade in dieser Fragestellung
besonders als Tiermodell, da sie die Phase des groten Hirnwachstums postnatal vollzieht, wih-
rend beim Menschen im letzten Trimenon der Schwangerschaft bis zum 3. Lebensjahr das stérkste
Hirnwachstum stattfindet [30], (vgl. Abschnitt[I.2).
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2 Material und Methoden

2.1 Histologie

2.1.1 Tierversuche, Tierschutzrichtlinien und Versuchsplan

Als Versuchstiere dienten Han Wistar Ratten, die von den tierexperimentellen Einrichtungen der
Charité geliefert wurden. Die Tierexperimente wurden in Ubereinstimmung mit den Richtlinien
zu Tierversuchen (§ 8 des Tierschutzgesetzes) durchgefiihrt und von der zustindigen Behorde,
dem Landesamt fiir Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit Berlin genehmigt
(Tierversuchsantrag mit der Nummer: 0144/04). Die Haltung und Pflege erfolgte nach standardi-
sierten Bedingungen durch qualifiziertes Personal und unter Aufsicht des Tierschutzbeauftragten.
Ein Tag-Nacht-Rhythmus war durch automatische Lichtschaltuhren gegeben.

Eine Ubersicht iiber die geplanten histologischen Versuche dieser Arbeit liefert Tabelle Fiir
diesen Zweck wurden hauptsichlich sieben Tage alte Ratten und zusétzlich fiir eine Studie zur Al-
tersabhingigkeit auch drei, vierzehn und einundzwanzig Tage alte Ratten verwendet. Der Tag der
Geburt wurde als PO deklariert. Pro Versuch wurden die Jungtiere einer Mutter aus einem Wurf ver-
wendet. Um statistisch aussagekriftige Endwerte zu erheben, lag die Anzahl der Ratten in den Ver-
suchsgruppen moglichst bei acht bis zehn Tieren. Die Einteilung der Jungtiere erfolgte blind zum
einen in Versuchs- und zum anderen in Kontrolltiere, welche entsprechend mit Zahlen markiert
wurden. Die Versuchs- und Kontrolltiere lebten zu jeder Zeit unter den gleichen Bedingungen und
waren gleichfalls Wurfgeschwister. Die Injektion der Kontrollsubstanz und der MDMA-L6sung
erfolgte intraperitoneal. Aus der Reinsubstanz MDMA (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
wurde mit isotoner Kochsalzlosung jeweils vor Versuchsbeginn eine frische Losung hergestellt.
Als Standarddosis wurde 60 mg MDMA pro kg Korpergewicht (KG) verwendet und fiir eine Stu-
die zur Dosisabhingigkeit auch 20, 3 x 20 (aller 8 Stunden) und 40 mg. Die Uberlebenszeiten
lagen bei 24 Stunden, 7 und 14 Tagen (vgl. Tabelle [2.1). Fiir die Verwendung von MDMA zu
Tierversuchszwecken war eine Genehmigung vom BfArM (Bundesinstitut fiir Arzneimittelsicher-
heit und Medizinprodukte, Bonn) einzuholen, da der Erwerb, Besitz und Handel von MDMA nach
Strafbestimmung des Betdubungsmittelgesetzes (BEIMG) verboten ist. Die Tiere der Kontrollgrup-
pen bekamen isotone Kochsalzlosung (Natriumchlorid 0,9 %ig per injectionem, Braun, Ingelheim,
Deutschland). Nach vorherigem Wiegen bekamen die Jungtiere je nach Gewicht, eine Kontroll-
bzw. MDMA-L6sung von 0,1 ml pro 10 g Korpergewicht intraperitoneal gespritzt. Das Gewicht

wurde zur statistischen Analyse jeweils vor der Injektion und der Perfusion notiert. Nach der Injek-
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tion wurden die Jungtiere auf einer Warmeplatte bei 37,5 °C beobachtet und nach maximal einer

Stunde zur Mutter zuriickgegeben, um den Stress so gering wie moglich zu halten.

Versuchs- | NaCl 0,9 %ig MDMA Alter/ Uber-
gruppe | (ml/10g KG) | (mg/kg KG) | Injektionstag | lebenszeit
1 0,1 20 P7 24 h
40
60
3x20 (aller 8 h)
2 0,1 60 P3 24 h
P7
P14
P21
3 0,1 60 P7 7d
14d

Tabelle 2.1: Versuchsplan Histologie

2.1.2 Perfusion, Praparation

Die Versuchstiere wurden 24 Stunden nach der ersten MDMA-Injektion mit einer Uberdosis Chlo-
ralhydrat 10 % (0,1 ml/10 g KG, Braun) getétet, bei Versuchsgruppe 3 auch nach 7 und 14 Tagen
Uberlebenszeit. Nach Arretierung der Tiere und Eréffnung des Thorax erfolgte eine Inzision in den
rechten Herzvorhof, um einen Abfluf} der folgenden Infusion zu gewihrleisten. Ein weiterer Schnitt
wurde in die linke Herzkammer an der Herzspitze gesetzt und iiber diesen eine Butterflykaniile in
die Aorta vorgeschoben und festgeklemmt. Die Perfusion des Blutes aus den Gefidssen erfolgte
mit 20 ml 4 °C kaltem heparinisiertem PBS (Thrombophob 25.000, Heparin-Natrium, Nordmark
Arzneimittel GmbH 2082 Ueterson; phosphate buffered saline, 10-fach-Konzentrat: 70 ml mo-
nobasisches 1 M Na-Phosphat, NaH,PO,4, Sigma S-9638; 330ml dibasisches 1 M Na-Phosphat,
Na,HPOy4, Sigma S-0876 St. Louis, USA und 180 g NaCl, Merck, Darmstadt, Deutschland) als
Bolus. Um eine ausreichende Fixierung der Gewebe zu gewihrleisten, schloss sich eine Tropfin-
fusion fiir mindestens 10 Minuten mit gekiihltem 4 %igem Paraformaldehyd mit 2 %igem Caco-
dylatpuffer (21 10 %ige Stammlosung: 100 g Paraformaldehyd [Merck] in 800 ml 60 °C erhitztem
Aqua bidest mit 2 Pellets NaOH [Merck] gelost, abgekiihlt, auf pH 7,5 titriert, auf 1 1 aufgefiillt;
fiir eine 4 %ige Losung 800 ml der Stammldsung mit 18 g NaCl und 2 g Natrium-Cacodylat [Sig-
ma] versetzt und auf 2 Liter aufgefiillt; pH=7,4) an.

Die Préparation der Gehirne begann mit der Abtrennung des Kopfes vom Rumpf. Es folgte ein
Schnitt durch die Kalotte entlang der Sagittalnaht und einem weiteren orthogonal. Die Ablosung
der Kalottenstiicke erfolgte mit einer Pinzette und das Herauslosen des Gehirns mit einem Spatel
(vgl. Abbildung[2.T). Danach wurden die Gehirne fiir 2-4 Tage in 4 %igem Paraformaldehyd (mit 2
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9%igem Cacodylatpuffer) fixiert und gelagert. Der anschlieBende Grobschnitt mit einer Rasierklin-
ge teilte die Gehirne koronal in zwei Hilften unter Ausschluss des Kleinhirns und des Riechhirns.
Anschliefend lagerten sie nochmals 2-3 Tage in Paraformaldehyd zur Fixation und Festigung des

Gewebes.

Abbildung 2.1: Rattengehirn nach vorsichtiger Priparation aus dem Schiadel.

2.1.3 Einbettung, Schnitt

Die Grobschnitte wurden in PBS mit Azid (100 ml des Zehnfach-Konzentrates mit 0,05 % Na-
Azid NaNs, Sigma S-8032; ad 1 1) iiberfiihrt und gleich darauf in angefrorene Petrischalen in
Agar (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, Pennsylvania, USA) eingebettet. Nach Er-
hirtung konnten rechteckige Agar-Blocke, die die Hirnhélften enthielten, ausgeschnitten werden.
Diese wurden nach Aufkleben auf den Préparierteller am Rotationsvibratom (Leica, VT 1000 S,
Nussloch, Deutschland) koronal in 70 um diinne Scheiben geschnitten. Bei den 7 Tage alten Ratten
wurde jeder fiinfte, bei den 14 und 21 Tage alten Ratten jeder siebente Schnitt fiir die Silberfarbung
(vgl. 2.1.4) ausgewihlt und in Zellkulturplatten (24-well-Platten; Falcon, Becton Dickinson Lab-
ware, Franklin Lakes, USA), die mit 4 %iger Paraformaldehydlosung in Cacodylatpuffer gefiillt
waren, liberfiihrt. Nach dem Schneiden lagerten sie nochmals bis zur Fiarbung, mindestens aber
zwei Tage, in Paraformaldehyd und konnten dann nach dem DeOlmos-Protokoll gefidrbt werden.
Pro Tier ergaben sich zehn bis zwolf Hirnschnitte fiir die Farbung. Die restlichen Schnitte wurden
in PBS-Azid bei 4 °C gelagert.

2.1.4 DeOlmos Kupfer-Silberfarbung

Die Firbung begann mit der Uberfithrung der Hirnschnitte in Petrischalen und dreimaligem Wa-
schen in Aqua bidest, woraufhin eine Inkubation mit einer auf 40 °C erhitzten Silberlosung statt-
fand. Diese Silberlosung setzte sich aus 180 ml auf 40 °C erwidmtem Aqua bidest mit 1,5 g Silber-
nitrat AgNO3 (Roth 9370.3, Karlsruhe, Deutschland), 3 ml 0,5 %iges Kupfernitrat CuNO3 (Sigma
P-3776), 15 ml 0,1 %ige Allantoinlosung (Sigma A-7878), 9 ml Boratpuffer (ICN Biomedicals
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Inc., Ohio, USA), 17 ml Ethanol absolut (Baker 8006, Deventer, Holland) und 9 ml Pyridin (Sig-
ma P-3776) zusammen. Nach einstiindiger Inkubation bei 40 °C im Wirmeschrank blieben die
Schnitte fiir weitere 48 bis 72 Stunden bei Raumtemperatur in dieser Losung bis sie goldbraun
leuchteten.

Nach der Spiilung der Hirnschnitte mit reinem Aceton (Baker 8002) erfolgte die Inkubation mit
einer Silber-Diamin-Losung fiir 35 Minuten, die sich wie folgt zusammensetzte: 24 g Silbernitrat
AgNO3, 120 ml Aqua bidest, 60 ml 0,4 %ige Natronlauge NaOH und 30 ml Ammoniumhydroxid
(NH4OH, Sigma A-6899). Unter Agitation wurden die Schnitte in einer ethanolischen Lésung von
Formaldehyd und Zitronensédure reduziert: 135 ml Aqua bidest, 15 ml Ethanol absolut, 180 ul 37
%ige Formaldehydlosung (Riedel-de Haén, Seelze, Deutschland) und 10,5 mg Zitronensédure (Sig-
ma C-0759). Wihrend dieses Vorgangs firbten sich die Schnitte dunkelbraun. Nach zweimaligem
Waschen der Priparate wurden diese in 0,3 %iger Kaliumferrizyanidlosung (0,45 g K3Fe(CN)g,
Sigma P-8131, gelost in 150 ml Aqua bidest) gebleicht, bis sie bernsteinfarben waren. Nach noch-
maligem zweifachen Spiilen der Schnitte folgte die Stabilisierung des Firbeergebnisses iiber exakt
eine Minute mit 0,1 %iger Natriumthiosulfatlésung (0,2 g Na;S,03, Sigma S-7026, in 200 ml
Aqua bidest). Der Abschluss des Firbevorgangs bildete erneut ein dreifacher Waschvorgang in
Aqua bidest, um die Priparate von den Féarbelosungsriickstinden zu reinigen und ein Fortschreiten
der Firbung zu verhindern. Die Uberfiihrung der diinnen Schnitte auf Objekttriiger gelang unter
Zuhilfenahme eines Gelatine-Mediums: 1,5 g Gelatine (Electron Microscopy Sciences) in 250 ml
Aqua bidest auf 50 °C erhitzt, abgekiihlt, mit 0,15 g Kalium-Chrom-Sulfat (Sigma P-8131) ver-
setzt und auf 500 ml aufgefiillt. Die Objekttrager wurden zum Trocknen unter einen staubfreien
Abzug gelegt.

Als néchster Schritt schloss sich die Dehydratation der Prédparate in einer aufsteigenden Alko-
holreihe an. Danach konnten die Préaparate mit Hilfe von Permount Mounting medium (Electron
Microscopy Sciences) mit Deckgldsern (Menzel, Microm, Walldorf, Deutschland) versehen und

so langfristig haltbar gemacht werden (vgl. Abbildung[2.2).

Abbildung 2.2: Nach DeOlmos gefiirbte Hirnschnitte auf gedeckelten Objekttrigern.
Der Objekttriger oben zeigt Hirnschnitte aus dem vorderen Bereich des Gehirns, der untere
Objekttriger zeigt Schnitte aus der hinteren Hirnhilfte eines 14 Tage alten Versuchstieres.
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2.1.5 TUNEL-Farbung

Nach der Injektion und Perfusion der Versuchstiere mussten die Gehirne fiir die TUNEL-Farbung
nicht in Agar, sondern in Paraffin eingebettet, am Rotationsmikrotom (Mikrom HM 360 Ser.-
Nr. 9709, Walldorf, Deutschland) in 10 um dicke Schnitte geschnitten und auf mit 3-Amino-
propyltriethoxysilan beschichtete Objekttriger (Super Frost Plus, R. Langenbrinck, Emmerdin-
gen, Deutschland) aufgebracht werden. Nach Deparaffinisierung in Xylol und Rehydrierung in
absteigender Alkoholreihe wurden die Schnitte mit einer Reaktionslosung nach Angaben des Her-
stellers inkubiert (Calbiochem, TdT—FragELTM DNA Fragmentation Detection Kit, Cat# QIA33,
San Diego, CA, USA). Diese Reaktionslosung enthélt das TdT-Enzym (terminal deoxynucleotidyl
transferase), welches die freien 3’-OH Enden der DNA-Molekiile markiert. Da apoptotische Zel-
len eine groe Anzahl an DNA mit freien 3’-OH Enden aufweisen, verbindet sich die Transferase
vorzugsweise mit diesen Zellen. Die Reaktionslosung enthélt dUTP, das durch das TdT-Enzym an
die freien 3’-OH Enden der DNA-Strangbriiche gebunden wird. Die derart markierten Strangbru-
chenden wurden mit Anti-Dioxigenin-Peroxidase inkubiert, die bei der Reaktion mit dem Substrat
DAB (3,3’-Diaminobenzidine) eine Farbidnderung anzeigt. Die Schnitte wurden im Lichtmikro-
skop ausgewertet und die degenerierten Zellen ausgezihlt. Die TUNEL-positiven Zellen erschie-

nen dunkelbraun, das Zytoplasma wurde mit Methylgriin gegengefirbt.

2.1.6 Fluoro-Jade B Farbung

Fiir die Farbung mit Fluoro-Jade wurden die Hirnschnitte ebenso wie in Abschnitt[2.1.5|beschrie-
ben aufgearbeitet. AnschlieBend wurden die 10 um dicken Paraffin-Schnitte fiir 15 min unter Agi-
tation bei Raumtemperatur in einer Kaliumpermanganat-Losung inkubiert. Nach dem Waschen in
destilliertem Wasser wurden die Gewebeschnitte fiir 30 min ebenfalls unter Agitation bei Raum-
temperatur in einer Fluoro-Jade-Gebrauchslosung (Fluoro-Jade B, Histochem, Jefferson, Arkan-
sas, USA) inkubiert. Wihrenddessen war jegliche Lichteinwirkung zu vermeiden, bzw. auf ein
Minimum zu reduzieren. Nach erneutem Waschen in Aqua bidest wurden die Schnitte getrock-
net, mit einem Deckgldschen versehen und bis zur Analyse bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Die
Herstellung der fertigen Gebrauchslosung erfolgte lichtgeschiitzt aus 8 ml Stammldsung (10 mg
Fluoro-Jade in 100 ml Aqua bidest geldst) und der Zugabe von 192 ml 0,1 %iger Essigsédure. An-
schlieBend wurden die degenerierten Neurone unter einem Fluoreszenzmikroskop im Dunkeln bei
einer Extinktion von 450-490 nm und einer Emission von 515-565 nm, ausgezihlt und die ge-
farbten Hirnschnitte photodokumentiert [[103]. Die Schnitte wurden ebenso wie die der anderen
Firbungen (vgl. 2.1.8)) ausgewertet.

2.1.7 Cresylviolett-Farbung zur Zelldichtebestimmung

Bei den Versuchstieren, die eine lingere Uberlebenszeit als 24 Stunden hatten, wie in Versuchs-

gruppe 3 (vgl. Tabelle [2.1)), erwies sich die Cresylviolett-Firbung als geeignete Methode. Die-
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se Methode wird benutzt, um die Nissl-Substanz im Zytoplasma von Neuronen zu farben. Nissl
ist eine von Zytologen verwendete Bezeichnung fiir das Endoplasmatische Retikulum (ER). Die
Cresylviolett-Firbung firbt die Zellkorper dabei violett-blau (vgl. Abbildung [2.3). Anders als bei
der DeOlmos Féarbung wurden hier nur die sechs folgenden Hirnregionen ausgezihlt und zu ei-
nem Gesamtscore summiert: der frontale und parietale Cortex (Lamina 2), der Nucleus caudatus
(mediodorsal), der laterodorsale und ventrale Teil des Thalamus und das Subiculum.

Auch fiir diese Farbemethode erfolgte die Einbettung in Paraffin, wie zuvor bei der TUNEL-
Firbung (vgl. 2.1.5) beschrieben. Der erste Schritt der Cresylviolett-Farbung war wiederum die
Entparaffinierung in Xylol und Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe. Cresylviolett
(Sigma-Aldrich) gelost in Aqua bidest fiarbte die Hirnschnitte in fiinf bis zehn Minuten ausrei-
chend an. Die Herstellung der Cresylviolett-Losung erfolgte mit 1,25 g Cresylviolett in 250 ml
erwiarmtem destillierten Wasser. Daraufhin wurden die Schnitte mit Aqua bidest gewaschen und
es schloss sich die Dehydratation der Préparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe an. Danach
konnten die Priparate mit Hilfe von Permount Mounting medium (Electron Microscopy Sciences)

mit Deckglidsern (Menzel, Microm) versehen und ausgewertet werden.

Abbildung 2.3: Hirnschnittpriparate 14 Tage alter Ratten mit Cresylviolett gefirbt.
Abbildung A zeigt im oberen Teil den Cortex und im unteren Teil den Hippocampus in 2,5-facher VergroBerung. Auf
Abbildung B ist ein Ausschnitt des Hippocampus bei 40-facher Vergrolerung zu sehen, hier sind Zellen aus dem Sub-
iculum abgebildet. Gezéhlt wurden die violett gefarbten Nervenzellen, welche noch intakt erschienen. Zellfragmente
wurden bei der Auswertung nach der quantitativen Dissektionsmethode nicht mit erfasst.

2.1.8 Morphometrie und Lichtmikroskopie

Eine quantitative Erfassung und vergleichende Analyse des Ausmalles der Neurodegeneration ist
unerlisslich, um eine vermehrte Zelldegeneration nach Verabreichung von chemischen Substanzen
oder Medikamenten im Vergleich zu den Kontrolllésungen nachzuweisen. Diese Untersuchungen
zur Dichtebestimmung der degenerierten Neurone erfolgten mittels der stereologischen Dissekti-
onsmethode (unbiased stereological dissector method) nach Gundersen et al. [42]. Die Bestim-
mung der Dichte wurde an den nach der Methode von DeOlmos, TUNEL, Fluoro-Jade B und
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Cresylviolett gefarbten Hirnschnitten durchgefiihrt.

Zum Mikroskopieren und Auszidhlen der Hirnschnitte diente ein Lichtmikroskop (BX60 F-3
Olympus, Japan) mit integriertem Zihlgitter im Okular. Der Zdhlrahmen hatte die Malle 0,05 x
0,05 mm bei einer Dissektorhche (Dicke der Schnitte) von 0,07 mm.

Das Zihlen der angefarbten Neurone in diesem vorgegebenen Raster ermoglichte unter Beriick-
sichtigung der Dicke der Schnitte und des Vergrolerungsfaktors die Berechnung der Zellzahl in
diesem Volumen. Alle Neurone, die auf dem linken und unteren Rand des Rasters lagen, entfielen
bei der Auszidhlung. Pro auszuwertender Region wurden zufillig acht bis zehn Felder ausgewihlt,
dort die degenerierten Neurone ausgezihlt und somit pro Region der Mittelwert der Anzahl dieser

3

Neuronen pro mm~ errechnet. Durch Addition der Dichten der einzelnen Gehirnbereiche wurde

ein Summenscore fiir jedes Gehirn ermittelt, anhand dessen die Versuchs- und Kontrolltiere ver-
glichen werden konnten. Die Auswertung der Prédparate fand blind statt und wurde durch erfahrene
Untersucher kontrolliert. Die Hirnareale wurden anhand von Atlanten des sich entwickelnden Ge-
hirns der Ratte identifiziert [[104, [110].

Im Einzelnen wurden folgende 17 Hirnregionen ausgewertet:
- frontaler Cortex (Lamina 2 und 4)
- parietaler Cortex (Lamina 2 und 4)
- cingulédrer Cortex (Lamina 2 und 4)
- retrosplenialer Cortex (Lamina 2 und 4)
- Nucleus caudatus (mediodorsal)
- Septum
- laterodorsaler, mediodorsaler und ventraler Teil des Thalamus
- Hypothalamus ventromedialis
- Subiculum (Hippocampus)
- Gyrus dentatus (Hippocampus)

- CA1l-Region (Cornu ammonis, Hippocampus)

2.1.9 Statistische Methoden

Aus den Dichten der degenerierten Zellen der jeweiligen Hirnregionen der Versuchsgruppen wur-
de der arithmetische Mittelwert (M = mean) und der Standardfehler (SEM = standard error of the
mean) errechnet. Die Dichte der degenerierten Zellen konnte somit fiir die jeweiligen Gehirnregio-

nen der Versuchsgruppen auf signifikante Verteilungsunterschiede hin verglichen werden. Um das
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gesamte Ausmal} der Neurodegeneration in den einzelnen Versuchsgruppen vergleichen zu kon-
nen, wurde ein kumulativer Wert aus der Summe der Dichtewerte aller Hirnregionen eines Ver-
suchstieres gebildet und so fiir jede Versuchsgruppe (M+SEM) der Summenscore errechnet. Die
Abweichungen der Mittelwerte wurden mit dem Student ‘s t-Test fiir unabhéingige Stichproben bei
Normalverteilung auf Signifikanz iiberpriift. Als Signifikanzniveau wurde *p<0,05 angenommen.
Die Angaben der Ergebnisse wurden als M+SEM prisentiert. GraphPad PrismTM (GraphPad
Software, San Diego, USA, Version 4.0) diente als Statistikprogamm und zur grafischen Darstel-
lung der Ergebnisse. Die Sdulendiagramme zeigen die Mittelwerte der Versuchsgruppen mit dem
dazugehorigen Standardfehler. Die Berechnung der Mittelwerte und Standardfehler erfolgte mit
Microsoft Excel© .
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2.2 Transkriptionsanalyse mittels semiquantitativer PCR

2.2.1 Tierversuche und Versuchsplan

Fiir die molekularbiologischen Versuche bekamen Han Wistar Ratten im Alter von sieben Tagen
20 mg/kg KG und eine zweite Versuchsgruppe 60 mg/kg KG MDMA intraperitoneal injiziert. Die
Kontrollgruppe dagegen erhielt intraperitoneal isotone Kochsalzlosung (Natriumchlorid 0,9 %ig)
appliziert. Die Haltung der Jungtiere erfolgte gleichfalls nach oben erwéhnten Richtlinien zum
Tierschutz (vgl. Abschnitt[2.1.T)) und sie wurden ebenso schnellstmdglichst nach den Injektionen

zu ihrer Mutter zuriickgegeben, um den Stressfaktor so gering wie moglich zu halten.

Versuchsgruppe

NaCl 0,9 %ig
(ml/10g KG)

MDMA
(mg/kg KG)

Alter/
Injektionstag

Uber-
lebenszeit

4

0,1

20

pP7

2h

6 h
12h
24 h
48 h
2h
6h
12h
24 h
48 h
72 h

Tabelle 2.2: Versuchsplan Molekularbiologie

2.2.2 Praparation der Gehirne

Die Tiere wurden nach zuvor festgelegter Uberlebenszeit (vgl. Tabelle durch Dekapitation
getotet. Die bei den Jungtieren noch weiche Schideldecke wurde mit einer Schere erdffnet und
das freiliegende Gehirn vorsichtig mit einem Spatel von der Schidelbasis abgelost. Unter Zuhilfe-
nahme einer Rasierklinge wurden folgende Hirnregionen freiprépariert: retrosplenialer, cingulirer,
frontaler und parietaler Kortex, Striatum, Hippocampus, Thalamus und Cerebellum. Bis auf Letz-
teres wurden die Hirnanteile nach rechter und linker Hemisphére getrennt, sofort in fliissigem

Stickstoff Schock gefroren und dann bei -80 °C bis zur weiteren Aufbereitung gelagert.

2.2.3 RNA-Extraktion

Die Isolation der RNA aus dem Gewebe der bei -80 °C gelagerten Proben erfolgte mit dem
RNA-Clean”-Reagenz (Hybaid, Heidelberg, Deutschland). Pro 100 mg tiefgefrorenem Gewe-
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be wurde 2,0 ml RNA-Clean”™-Losung zugefiigt und durch mehrmaliges Pipettieren der Probe
und anschlieBendes Vortexen eine homogene Mischung der Gehirnproben erreicht. Durch Hinzu-
gabe von 1/10 Volumina Chloroform (Baker), bezogen auf das Volumen der eingesetzten RNA-
Clean”™-Losung wurde die RNA-Extraktion begonnen. Die weitere Aufarbeitung des Gewebes
erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Fiir die Zwischenschritte wurde zusitzlich Isopropa-
nol (Merck) benétigt. Die Zentrifugationen wurden bei 12.000 g durchgefiihrt. Bei dem letzten
Zentrifugationsschritt entstand das RNA-Pellet. Danach wurde das Pellet zweimal mit 70 % Etha-
nol gewaschen und nochmals nach jedem Waschschritt bei 12.000 g fiir zehn Minuten zentrifugiert.
Abschliefend wurde das Pellet in 50 ul RNase freiem Wasser gelost und bei -80 °C bis zur weite-

ren Verwendung tiefgefroren.

2.2.4 RNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration und Uberpriifung der Reinheit der Priparation wurde
die Absorption der Proben mit einem Spektralphotometer (Gene Quant II, Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK) bestimmt. Die Reinheit der RNA-Proben lésst sich durch die Bestimmumg
der Extinktionen bei 260 und 280 nm ermitteln. RNA hat ein Absorptionsmaximum bei einer
Wellenldnge von 260 nm, Proteine dagegen bei 280 nm. Der Quotient aus Extinktion Ejg:E3gp ist
ein MaB fiir die Reinheit der Préaparation und sollte in der Gréenordnung zwischen 1,6 und 2,0
liegen. Liegt der Wert darunter, handelt es sich wahrscheinlich um Verunreinigungen mit Proteinen,
genomischer DNA und/oder aromatischen Substanzen (z.B. Phenolen aus der Waschphase der
RNA-Extraktion). In diesem Fall sollte die RNA erneut gereinigt werden. Die RNA-Konzentration
lasst sich ebenso photometrisch bestimmen. Da eine OD (Optische Dichte) von 1 bei 260 nm
einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml entspricht, ldsst sich die RNA-Konzentration wie folgt
berechnen: O.D.[Eygp] x V x F = ¢ ; Extinktion bei 260 nm x Verdiinnungsfaktor x 40 pg/ml
(RNA-Faktor) = Konzentration [t g/ml].

2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Uberpriifung der Integritit und der Kontaminationsfreiheit der RNA erfolgte mit einer Agarose-
Gelelektrophorese. Dazu wurde ein 1%iges Agarosegel hergestellt und die Elektrophoresekammer
mit TAE-Puffer; pH 7,7; aufgefiillt. Das zehnfache Konzentrat setzte sich wie folgt zusammen:
1 mM EDTA; 2,3% Eisessig und 0,5 M Tris. Von der RNA wurden mindestens 500 ng auf ein
Endvolumen von 9 ul verdiinnt und zusitzlich mit 1 ul Probenpuffer (0,1% Bromphenolblau,
10 mM EDTA pH 8,0; 60% Glycerin; 100 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,1% Xylencyanol) versehen.
Bromphenolblau ist ein Farbstoff, um den Fortschritt der Elektrophorese abschitzen zu konnen.
Ein Marker (phiX 174 DNA/Hae III, Promega, Mannheim, Deutschland) in Form von einer soge-
nannten DNA-Leiter dient der GroBenbestimmung und groben Quantifizierung der DNA-Stringe.
Davon werden 9 ul mit 1 ul Probenpuffer versehen. Die Proben wurden kurz vor Beginn bei 70 °C

fiir zehn Minuten erhitzt, um Sekundérstrukturen zu vermeiden und dann auf Eis gestellt. Nachdem
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die Proben in die Taschen pipettiert wurden, konnten sie bei einer Spannung von 50 V fiir zehn
Minuten konzentriert werden. Um eine addquate Trennung zu erreichen, wurde fiir 30 Minuten ei-
ne Spannung von 80 V angelegt. Zum Sichtbarmachen der Banden wurde das Gel in einer 0,00001
Ethidiumbromid-Losung (Fluka, Buchs, Schweiz) fiir 30 Minuten inkubiert. Ethidiumbromid in-
terkaliert als organischer Fluoreszenzfarbstoff in Nukleinsiduren. Es fluoresziert im ultravioletten

Licht und so konnte das Gel unter einer UV-Lampe betrachtet werden.

2.2.6 Reverse Transkription der RNA

Mit der im Folgenden beschriebenen semiquantitativen PCR kann die Genexpression auf mRNA-
Ebene analysiert werden. Da die Taqg DNA-Polymerase einzelstringige RNA nicht als Matrize in
der PCR nutzen kann, muss diese zunédchst in cDNA umgeschrieben werden. In der Reversen Tran-
skription wird mit Hilfe einer RNA-abhédngigen DNA-Polymerase, der Reversen Transkriptase, zur
Ausgangs-RNA ein komplementidrer DNA-Strang (cDNA) synthetisiert. Diese einzelstriangige cD-
NA wird durch die Tag DNA-Polymerase zum Doppelstrang vervollstindigt und dieser in der PCR
amplifiziert.

Zu Beginn wurden von jeder Probe 500 ng Gesamt-RNA mit 1 ul Oligo-d(T) Primer (50 uM
Promega, Mannheim, Deutschland) versetzt und mit PCR-Wasser auf 13,5 ul aufgefiillt. Jede Pro-
be wurde gemischt, fiir zehn Minuten bei 70 °C inkubiert und danach auf Eis gekiihlt. Das Um-
schreiben der RNA erfolgte nun mit Hilfe einer MMLV-Reversen-Transkriptase (Promega), eine
verdnderte Enzymvariante aus einem Retrovirus (Moloney Murine Leukemia Virus). Davon wur-
den 1 ul mit 0,5 ul RNasin (Ribonuklease Inhibitor, Promega); 5 ul dNTP‘s (2 mM) und 5 ul
5x RT-Puffer (Promega) gemischt. Die reverse Transkription erfolgte bei 42 °C fiir eine Stunde.
Danach wurde das Enzym fiir fiinf Minuten bei 95 °C denaturiert.

2.2.7 Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Methode der PCR (polymerase chain reaction) wurde im Jahre 1983 von Kary B. Mullis ent-
wickelt [97]]. Aufgrund dieser Methode ist es moglich, ausgewihlte Nukleotidsequenzen in vitro
millionenfach zu amplifizieren. Dadurch kénnen auch geringe Mengen an DNA einer Analyse
schnell zuginglich gemacht werden. Die zuvor durch reverse Transkription gewonnene cDNA
konnte nun als Vorlage dienen, um entsprechende Abschnitte zu vervielfiltigen. Bei der PCR wur-
den zwei Oligonukleotide (Primer) eingesetzt, die homolog zu den beiden Enden der Zielsequenz
waren und sich wihrend der PCR an die cDNA anlagerten (vgl. Tabelle [2.3]). Die cDNA wurde in
30 Zyklen amplifiziert. Jeder Zyklus bestand aus:

1. der Denaturierung der doppelstringigen DNA iiber 45 Sekunden bei 94 °C,

2. dem Anlagern der Primer an die einzelstringige Matrizen-DNA in der Annealingphase fiir
eine Minute bei 60 °C und
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3. der Synthese wihrend der Elongation vom 3"-Ende der Primer ausgehend eines neuen DNA-

Doppelstranges durch ein thermostabiles Enzym, der Taq-Polymerase bei 72 °C.

Durch die Wahl eines gegenldufig orientierten Oligonukleotid-Primerpaares konnte gezielt die
DNA-Sequenz zwischen den beiden Primern vervielfiltigt werden. Aufgrund einer zyklischen
Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte - Denaturierung, Annealing und Elongation - wur-
de die Ziel-DNA exponentiell amplifiziert. Um Mengenabschitzungen der Expression spezifischer
mRNAs vorzunehmen, kann das Prinzip der internen endogenen Standardisierung genutzt werden.
Dabei wird die cDNA eines sogenannten Housekeeping-Gens zusitzlich zum untersuchenden Gen
in der PCR koamplifiziert. Indem das Signal des zu untersuchenden Gens ins Verhiltnis zu dem des
Housekeeping-Gens gesetzt wird, kdnnen semiquantitative Abschédtzungen vorgenommen werden,
wobei diese nur in der exponentiellen Phase der PCR erfolgen diirfen. Ein Housekeeping-Gen ist
ein Gen, welches unabhingig von Zelltyp, Zellstadium und duBleren Einfliissen exprimiert wird,
im Unterschied zu regulierten Genen, daher eignet es sich als interner Standard. Der zuvor herge-
stellte Master-Mix beinhaltete pro Probe 5 ul 10x PCR-Puffer; 5 ul dNTP‘s (2 mM); je 0,5-1,5
ul genspezifische F- und R-Primer des Housekeeping-Gens 18S rRNA (BioTeZ, Berlin, Deutsch-
land); die Primer der Zielgene also entweder fiir BDNF, NT-3 oder NGF (BioTeZ, 1,5 ul F- und
R-Primer [10 uM] fiir BDNF, 4 ul F- und R-Primer [10 uM] fiir NT-3 oder 4 ul F- und R-Primer
[10 uM] fiir NGF; 0,3 ul Tag-Polymerase (5 U/ul) und wurde auf 49 ul mit PCR-Wasser aufge-
fiillt. Dazu wurde je 1 ul der cDNA gegeben. Die PCR-Reaktionen wurden in einem Thermocycler
mit Heizdeckel (Thermocycler UNO II, Biometra) durchgefiihrt.

Primer Primer Sequenz (5¢-3¢) GroBe | Genbank Annealing
Position (bp) Nummer | Temperatur
BDNF sense 2296-2316 | CGACGTCCCTGGCTGACACTTTT 491 D10938 60 °C
antisense | 2762-2786 | AGTAAGGGCCCGAACATACGATTGG
NT-3 sense 308-332 GGTCAGAATTCCAGCCGATGATTGC 484 M34643 60 °C
antisense 767-791 CAGCGCCAGCCTACGAGTTTGTTGT
NGF sense 456-480 CTGAACCAATAGCTGCCCGTGTGAC 491 M36589 60 °C
antisense 922-946 GGCAGCCTGTTTGTCGTCTGTTGTC
18S rRNA sense 596-613 AACGAGGATCCATTGGAG 814 M11188 60 °C
antisense 1392-109 ATGCCAGAGTCTCGTTCG

Tabelle 2.3: Nukleotidsequenzen der Primer

2.2.8 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Um eine Auftrennung der einzelnen DNA-Abschnitte zu erreichen, wurde ein Polyacrylamidgel
benutzt. Fiir die Herstellung wurden zwei gereinigte Glasplatten mit vorgeformten Probentaschen
benotigt. Zwischen diese Platten wurde eine Folie gelegt, die spiter nach dem Trocknen das Gel
trigt. Fiir ein 5 %iges Polyacrylamidgel benétigte man 4,5 ml 10-fachen TBE-Puffer (1 M Borséu-
re; 20 mM EDTA; 0,5 M Tris; pH 8,3); 2,5 ml Glycerol und 12,5 ml 20 %iges Acrylamid. Dieser
Ansatz wurde mit destilliertem Wasser auf 50 ml aufgefiillt. Die Zugabe von 100 ul 30 %igem APS
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und 45 ul TEMED fiihrten dann zur Polymerisation des Geles zwischen den Glasplatten. Wihrend
das Gel aushirtete, konnten die Proben fiir die Elektrophorese vorbereitet werden. Dafiir wurden
pro Probe 9 ul des PCR-Produktes mit 1 ul DNA-Probenpuffer versehen. Zusitzlich wurde ein
DNA-Marker auf die gleiche Weise hergestellt. Alle Proben wurden anschlieBend 10 Minuten bei
70 °C hitzebehandelt. Die Elektrophorese wurde in einer kithlbaren Kammer (Biometra, Heidel-
berg, Deutschland) durchgefiihrt. Die mit PAGE-Laufpuffer (90 ml 10-facher TBE-Puffer, 50 ml
Glycerol, 760 ml Aqua bidest) getrankten Tiicher schlossen den elektrischen Stromkreis zwischen
Gel und den Pufferreservoirs. Danach wurden die Proben in die vorhandenen Taschen gefiillt und
der Lauf konnte beginnen. Fiir die anfingliche Konzentrierung der Proben wurde zunéchst eine
elektrische Leistung von 10 Watt fiir zehn Minuten angelegt. Danach erfolgte die Separation bei
25-35 Watt fiir ungefidhr 90 Minuten.

2.2.9 Silberfarbung von Polyacrylamidgelen

Die Silberfiarbung ist ein Verfahren zum Anfidrben und optischen Darstellen von Nukleinbanden
nach einer Elektrophorese [68]. Die Fiarbung beruht auf der Verdnderung des Redoxpotentials von
Silber durch die Nukleinsduren, wobei sich elementares Silber abscheidet. Das der Elektrophore-
sekammer entnommene Gel wurde dreimal fiir 2 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen. Das
Gel wurde in einer Kunststoffwanne nach folgendem Rezept inkubiert: 3 Minuten in 2 %iger Sal-
petersdure, zweimaliges waschen fiir 2 Minuten in destilliertem Wasser, 20 Minuten in 0,2 %iger
Silbernitratlosung (300 ml destilliertes Wasser; 0,6 g Silbernitrat), dreimaliges Waschen in de-
stilliertem Wasser, fiir 10 Minuten in Natriumbicarbonatlosung (2 1 destilliertes Wasser; 968 ul
Formalin; 59,36 g Na;CO3), nochmals waschen mit destilliertem Wasser, 3 Minuten in 1 %iger
Essigsdure, wiederum waschen mit destilliertem Wasser, 5 Minuten in 5 %iger Glyzerollosung.
Die gefarbten Gele werden fiir 1 h im Trockenschrank bei 55 °C getrocknet und anschlieend

densitometrisch, unter UV-Licht, mit der Software BioDocAnalyze (Biometra) ausgewertet.

2.2.10 Densitometrische Auswertung der Polyacrylamidgele und deren
statistische Analyse

Die Auswertung der Silbergele erfolgte nach vorheriger Trocknung mit der BioDocAnalyze Soft-
ware (Biometra, Heidelberg, Deutschland). Als Kontrollbande diente das Housekeeping-Gen f3-
Aktin. So konnten Unterschiede in der Transkription verschiedener Gene im Verhéltnis zum nor-
malisierten f3-Aktin-mRNA-Gehalt einer jeden Probe bestimmt werden. Die Ergebnisse wurden
als M£SEM (Mittelwert + Standardfehler) dargestellt. Die Mittelwerte zweier Gruppen wurden
mit dem Student‘s t-Test fiir unabhéngige Stichproben bei Normalverteilung auf signifikante Un-
terschiede iiberpriift. Wurden mehr als zwei normalverteilte Stichproben auf Unterschiedlichkeit
der Grundgesamtheit getestet, konnte eine Varianzanalyse mit one-way ANOVA durchgefiihrt wer-

den.
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2.3 Transkriptionsanalyse mittels real-time PCR

Die real-time PCR ist ebenso eine Vervielfaltigungsmethode fiir Nukleinsduren, die auf dem Prin-
zip der herkémmlichen PCR beruht, und zusitzlich die Moglichkeit der Quantifizierung bietet. Da
die real-time PCR zudem eine vielfach hohere Sensitivitét besitzt, wurde sie zur Bestédtigung der
Ergebnisse aus der semiquantitativen PCR fiir brain-derived neurotrophic factor (BDNF) durch-
gefiihrt. Sie erfordert hingegen ein exakteres Pipettieren und Arbeiten. Bei der real-time PCR
kann die Quantitdt der amplifizierten Matrizen direkt abgelesen werden. Bei dieser PCR wur-
den FRET-Sonden (fluorescence resonance energy transfer) in Form von sogenannten TagMan-
Sonden verwendet. Das 5‘-Ende der TagMan-Sonde ist mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff
(FAM oder VIC) markiert, wihrend das 3‘-Ende einen Quencher-Fluoreszenzfarbstoff (TAM-
RA oder NFQ) triagt und auBBerdem mit einem Phosphatrest blockiert ist. Wird die intakte Son-
de bei einer spezifischen Wellenldnge zur Fluoreszenz angeregt, so wird die Fluoreszenz des
Reporter-Fluoreszenzfarbstoffs aufgrund der raumlichen Nihe zum Quenchermolekiil durch einen
Fluoreszenz-Energietransfer (FET) unterdriickt. Wihrend der PCR hybridisiert die Sonde mit den
Primern zunichst sequenzspezifisch an den Matrizen-Strang. In der Extensionsphase trifft die Taq
DNA-Polymerase nun auf diese Sonde und beginnt sie zu verdringen. Es entsteht eine Y-formige
Sekundérstruktur, wodurch die 5°‘-3‘-Exonuklease-Aktivitdt der Taqg DNA-Polymerase aktiviert
und die Sonde hydrolisiert wird. Kommt es zur Sondenhydrolyse, so wird die rdumliche Nihe
zwischen Reportermolekiil und Quencher unterbrochen. Der FET wird aufgehoben und die abge-
gebene Fluoreszenz kann detektiert werden. Entsprechend der Akkumulation von PCR-Produkten
steigt das Fluoreszenzsignal des Reportermolekiils mit jedem Zyklus an. Das gebildete Signal
ist strikt sequenzspezifisch, da nicht 100%ig gebundene Sondenmolekiile verdriangt werden, noch
bevor die 5°-3‘-Exonuklease-Aktivitit der Taq DNA-Polymerase aktiviert wird. Zum Ausgleich
eventueller Schwankungen aufgrund von geringen Pipettierfehlern, beinhaltet der TagMan-PCR-
Reaktionsansatz einen passiven Referenzfarbstoff (ROX), der in die Analyse der Fluoreszenzsi-
gnale mit einfliel3t. Die erhaltenen Fluoreszenzsignale wurden mittels der ABI PRISM®) 7000
Sequence Detection System Software (Applied Biosystems) analysiert, graphisch wiedergegeben
und schlieBlich mit der vergleichenden AA Cr-Methode quantifiziert, wobei als interner Standard
18S rRNA (TagMan(®) Ribosomal RNA Control Reagents, Applied Biosystems) eingesetzt wird.
Um die jeweiligen mRNA-Expressionen mittels der vergleichenden AA Cr-Methode quantifizieren
zu konnen, miissen zunichst die Effizienzen fiir die jeweiligen Gene und 18S rRNA als endogenes
Referenzgen bestimmt werden. Unter Effizienz versteht man dabei die Bestimmung der optimalen
cDNA-Menge zum Einsatz in der TagMan-PCR. Fiir die Optimierung der in der TagMan-PCR ein-
zusetzenden cDNA-Mengen werden jeweils vier bzw. sechs verschiedene cDNA-Konzentrationen
fiir die jeweiligen Gene (2 ng, 8 ng, 32 ng, 128 ng) bzw. fiir 18S rRNA (5 pg, 20 pg, 40 pg, 80 pg,
160 pg, 320 pg) in Vierfachbestimmung zur TagMan-PCR verwendet. Fiir die Quantifizierung der
mRNA-Expressionen in der TagMan-PCR werden die in den Versuchen zur Bestimmung der Ef-

fizienz erhaltenen optimalen cDNA-Konzentrationen, TagMan(®) Universal PCR Master Mix No
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AmpErase® UNG (Applied Biosystems) und die jeweilige TagMan-Sonde (Assay-on-Demand
oder TagMan Gene Expression Assay, Applied Biosystems) bzw. TagMan® Ribosomal RNA
Control Reagents eingesetzt. Die aus der TagMan-PCR resultierenden Daten, die sogenannten Cr-
Werte werden mittels der vergleichenden AA Cr-Methode quantifiziert.

Die Arbeitsschritte zur Quantifizierung der cDNA fiir BDNF begannen ebenfalls mit der Ex-
traktion der RNA und der Gewinn der cDNA erfolgte nach obigem Protokoll (vgl. Abschnitt[2.2.3}
[2.2.6)). Fiir BDNF (30 ng cDNA) setzte sich der Ansatz wie folgt zusammen: 9 11 cDNA-Probe, 1
ul Sonde mit dem bereits enthaltenem Primerpaar und 10 gl Mastermix. Die Sonde markiert am
5’-Ende mit fluoreszentem Reporter-Farbstoff (6-Carboxy-Fluoreszein, 6-FAM) und am 3’-Ende
mit dem Quencher-Farbstoff (6-Carboxy-Tetramethylrhodamin, TAMRA) sowie der Mastermix
wurden nach Anleitung des Herstellers (Applied Biosystems, Foster City, USA) verwendet. 18S
rRNA diente als interner Standard. Fiir diese Probe setzte sich der Ansatz aus 9,7 ul cDNA (100
pg); jeweils 0,1 ul F- und R-Primer; 0,1 ul Sonde und 10 ul Mastermix zusammen. Die Sonde
wurde ebenfalls mit einem fluoreszenten Farbstoff (VIC) am 5°-Ende markiert und am 3’-Ende
mit dem Quencher-Farbstoff (6-Carboxy-Tetramethylrhodamin, TAMRA) versehen. Dafiir wurde
das TagMan Ribosomal RNA Control Reagent Kit von Applied Biosystems verwendet. Jede Probe
wurde als Zweifachbestimmung in einem gesamten Probenvolumen von 20 ul getestet. Die Am-
plifikation erfolgte in 96-well-Platten fiir 40 Zyklen. Jeder Zyklus durchlief eine Denaturierung
bei 90°C fiir 15 Sekunden und ein Annealing bei 60°C fiir eine Minute in einem PCR-Zycler (ABI
Prism 7000 SDS Applied Biosystems).

2.4 Proteinanalyse mittels Western Blot

2.4.1 Proteinextraktion

Die Tierversuche und die Priparation der Rattengehirne erfolgte fiir die Proteinanalyse nach dem
gleichen Protokoll wie fiir die Transkriptionsanalyse (vgl. [2.2.2). Diese wurde fiir brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) 24 Stunden nach Injektion einer einmaligen Dosis von 60 mg/kg KG
MDMA am 7. Lebenstag der Versuchstiere durchgefiihrt. Um die Menge an bendétigtem Extrak-
tionspuffer (RIPA-Puffer, Sigma R 0278) zu bestimmen, musste das Gewicht der gewonnenen
Gehirnproben zuvor bestimmt werden. Unmittelbar vor der Extraktion wurden dem Puffer jedes
mal frisch noch diverse Protease- und Phosphataseinhibitoren zugefiihrt, um einer Spaltung der
Proteine und Phosphatreste vorzubeugen. Dazu gehorten: 0,5 pg/ml Leupeptin, 1 g/ml Pepstatin,
2 mg/ml Aprotinin, I mM Natriumorthovanadat und 1 mM Phenylmethan-Sulphonyl-Fluorid. Die
Gehirnproben wurden mit der zehnfachen Menge an Extraktionspuffer (v/w) versetzt. Unter Zuhil-
fenahme eines rotierenden Stabes wurden die Gewebeproben mit 900 U/min homogenisiert. Die
Probe wurde dann in eine Phiole zuriick pipettiert. Jetzt erfolgte die Auftrennung der verschiedenen
Fraktionen der Gewebeproben. Durch drei Zentrifugationsschritte bei 4 °C wurden eine nukleére,

eine mitochondriale und eine zytosolische Phase aus der Probe gewonnen. Fiir die Proteinanalyse



32 KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

mittels Western Blot wurde die zytosolische Fraktion verwendet. Dafiir wurden die Proben zuerst
bei 3.000 g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Im Pellet befand sich nun der nukleédre Anteil der Zellen,
der in Extraktionspuffer resuspendiert wurde. Der entstehende Uberstand enthielt die zytosolische
und die mitochondriale Fraktion. Dieser Uberstand wurde in ein neues Eppendorfgefiss iiberfiihrt
und fiir weitere 20 Minuten bei 17.000 g zentrifugiert. Der dabei entstehende Uberstand enthielt
die zytosolische Fraktion und das Pellet, den mitochondrialen Anteil. Der Uberstand wurde wieder
in ein neues Gefiss pipettiert und das Pellet in Extraktionspuffer (RIPA-Puffer) gelost. Das geloste
nukleire Pellet wurde ebenfalls ein weiteres Mal zentrifugiert und der Uberstand als nukleire Pro-
be in ein frisches Gefiss gegeben. Alle drei Proben wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren

und bis zu ihrem weiteren Gebrauch bei -80 °C gelagert.

2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Ermittlung der fiir den Western Blot zu verwendenen Probenmengen erfordert die Bestim-
mung des Proteingehaltes der gewonnenen Proben. Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen
erfolgte mit Hilfe des Bicichinonsidure(BCA)-Assays (Micro BC Assay, Uptima, Interchim, Mont-
lucon, Frankreich) und wurde nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Als Standard-
protein wurde bovines Serumalbumin (BSA) verwendet. BSA und die Proteinproben wurden in
PBS gelost. Die Standardreihe und die Proben wurden in eine Mikrotiterplatte pipettiert und die
BCA-Losung den Proben zugefiihrt. Die Platte wurde fiir 30 Sekunden geschiittelt und dann im
Wirmeschrank bei 37 °C fiir 30 Minuten inkubiert. Die Absorptionsrate wurde mit dem Wallac
Multilabel Counter 1420 (Wallac, Freiburg, Deutschland) bei 562 nm bestimmt. Nach Abzug des
RIPA-Puffer-Leerwertes lieBen sich jetzt unter Verwendung der Standardkurve die, den entspre-
chenden Absorptionswerten zugehorigen, gesuchten Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben

ermitteln. Fiir alle Proben wurden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.

2.4.3 Western Blot-Verfahren

SDS-PAGE

Als erstes wurden zwei Glasplatten gereinigt, zwischen welche die Gele letztendlich gegossen
werden konnten. Danach wurde die Losung fiir ein 15 %iges Trenngel hergestellt. Dazu gehorten
6 ml eines Trenngelpufferkonzentrates (90,8 g Tris und 2 g SDS ad 500 ml Aqua bidest, pH 8,8);
5,9 ml Aqua bidest; 12 ml Acrylamid 30 %. Die Trenngelmischung wurde mit 96 1 Ammonium-
persulfat (APS) 12,5 % sowie 20 ul des Polymerisierungskatalysators Tetramethylethylendiamin
(TEMED) versetzt und ziigig in einen Spalt zwischen den beiden abgedichteten Glasplatten bis zu
einer Markierung gegossen. APS und TEMED bewirkten die Polymerisation des Geles innerhalb
von 30 Minuten. Auf das Gel direkt im Anschluss gegossenes Isopropanol (Merck) verhinderte die
Bildung von Luftblasen. Zwischenzeitlich konnte die Losung fiir das 4,5 %ige Sammelgel vorbe-

reitet werden. Dafiir kamen 3,7 ml eines Sammelgelpufferkonzentrates (30,3 g Tris und 2 g SDS
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ad 500 ml Aqua bidest; pH 6,8); 9 ml Aqua bidest; 2,2 ml Acrylamid 30 %; 50ul APS und 30 ul
TEMED zusammen. Nachdem Isopropanol vollstindig entfernt war, konnte die Sammelgellosung
zwischen die Glasplatten iiber das bereits polymerisierte Trenngel hineingegossen werden. Bevor
das Sammelgel ebenfalls polymerisieren konnte, wurde nachfolgend ein Kamm hineingesteckt,
dessen Zinken spiter die Taschen fiir die Proben ausbildeten. Nach weiteren 30 Minuten war das
Gel gebrauchsfertig. Die Proben fiir die Elektrophorese wurden von -80 °C langsam auf Eis auf-
getaut. Jeder Probe wurden 20 pg Protein entnommen und mit PCR-Wasser auf 9 ul aufgefiillt.
Zusitzlich wurde dieselbe Menge an Lammli-Puffer (2 ml 0,625 M Tris-HCI pH 6,8; 0,2 g SDS;
5 ml Glycerin; 0,5 ml B-Mercaptoethanol; 0,1 ml Bromphenolblau; 2,4 ml Aqua bidest) hinzuge-
fligt, so dass eine Gesamtmenge von 18 ul pro Probe entstand. Wihrend des Verarbeitungspro-
zesses befanden sich die Proben stindig auf Eis. Zur Abschitzung des Molekulargewichtes eines
unbekannten Polypeptides wurde ein Marker (Sigma Colour Burst, Sigma) mit unterschiedlichen,
standardisierten Proteingewichten mitgefiihrt. Diese Probe setzte sich aus 3 ul Marker, 6 ul PCR-
Wasser und 9 ul Limmli-Puffer zusammen. Alle Proben wurden dann bei 95 °C im Wasserbad fiir
5 Minuten denaturiert. Daraufhin kamen die Proben wieder fiir 3 Minuten auf Eis.

Die zuvor hergestellten inzwischen polymerisierten Gele wurden aus ihren Halterungen genom-
men und in die Elektrophoresekammer eingebaut. Diese wurde dann mit Elektrophorese-Puffer
(10-fach Konzentrat: 72 g Glyzin; 15,15 g Tris; 5 g SDS ad 500 ml Aqua bidest) gefiillt. Schlie3-
lich wurden die Proben in die dafiir vorgesehenen Taschen pipettiert, beginnend mit 2 ul des Pro-
teinmarkers. War dieser Vorgang abgeschlossen, wurde die Elektrophorese (Mini-Protean 3 Elec-
trophoresis Cell, BioRad, Miinchen, Deutschland) mit 100 Volt fiir 20 Minuten gestartet. In dieser
Zeit wanderten die Proteinproben zu der Grenze zwischen Sammel- und Trenngel. Konzentrier-
ten sich dort die Proben, so wurde die Voltzahl auf 160 Volt erhoht, um die Proteine nach ihrem

Molekulargewicht aufzutrennen.

Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran

Fiir den Transfer der Proteine vom Gel auf eine Nitrozellulosemembran wurde ein Semidry-Blot-
System (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, BioRad, Miinchen, Deutschland) verwendet. Die
Gele wurden nach Beendigung der Elektrophorese in einem Transferpuffer (5,8 g Tris; 2,93 g
Glyzin; 200 ml Methanol ad 1000 ml Aqua bidest) fiir 20 Minuten dquilibriert. Danach wurde
ein Sandwich aus Chromatographiepapier, Nitrozellulosemembran (0,2 um Porengrée, Schlei-
cher&Schuell Bioscience, Dassel, Deutschland) und dem Gel gebildet und dieser wurde in die
Blottingapparatur eingelegt. Der Transfer fand darauthin fiir 30 Minuten bei ca. 400 mA statt.
Nach dem Transfer wurde die Membran in eine Ponceau-Losung (0,5 g Ponceau S geldst in 1 ml
Essigsdure; Zugabe von 100 ml dH,O) gelegt, um die Proteine reversibel rot anzufidrben und damit
die Effizienz des Proteintransfers zu iiberpriifen. Mittels TBS-Tween 0,1 % (TBST, Serva Electro-
phoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) bestehend aus 100 ml 10x TBS, 1ml Tween 20 ad 1000
ml Aqua bidest, wurde die Farbe wieder entfernt. Zum Abschluss wurden freie Bindungsstellen auf
der Membran fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit 10 % Roti-Block (Carl Roth GmbH, Karls-
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ruhe, Deutschland) blockiert, um unspezifische Bindungen der Antikorper an die Nitrocellulose zu

vermeiden.

Immunreaktion

Die gewaschenen Membranen wurden mit einem fiir BDNF spezifischen Antikorper (anti-BDNF)
inkubiert. Dazu wurde in TBS-Tween (0,1 %) gelostes 1 %iges BSA verwendet, in welches der
Antikorper in einer Verdiinnung von 1:200 gegeben wurden (vgl. Tabelle 2.4). Es erfolgte die
Inkubation der Membran iiber Nacht bei 4 °C unter stindiger Agitation. Am néchsten Tag wur-
de die Membran dreifach fiir jeweils 10 Minuten in TBST gewaschen, um schwicher haftende
unspezifisch gebundene Antikorper von der Membran zu entfernen. Daraufthin konnte die Nitro-
zellulosemembran mit dem zweiten Antikorper inkubiert werden (vgl. Tabelle 2.4). Dieser wurde
ebenfalls in 1 %iger BSA-Losung aufgenommen und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur zu der
Membran gegeben und diese unter stindiger Agitation inkubiert. Ein nochmaliges dreifaches Wa-
schen mit TBST folgte. Der zweite Antikorper ging eine Bindung mit der Fc-Region des priméren
Antikorpers ein. An den sekundédren Antikorper ist wiederum eine Peroxidase gekoppelt, die in der
Lage ist, ein Substrat in ein Produkt umzuwandeln. Bei diesem Enzym-Antikorper-Konjugat wurde
durch das Enzym eine Chemilumineszenzreaktion katalysiert, d.h. es kommt zu einer Emission von
Lichtwellen. Vorteilhaft bei dieser zweistufigen Detektion war, dass mehrere Sekundérantikorper
an einen Primirantikorper binden konnten. Dadurch entstand eine Signalverstarkung [91) 112, [14].
Im Anschluss an die Inkubation mit sekunddrem Antikorper wird die Membran nochmals dreifach
mit TBST fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen, wonach der Nachweis positiver Bin-
dungen mittels Chemilumineszenz erfolgt (ECL, Amersham Biosciences). Unter Rotlicht wird die
ECL-behandelte Membran in eine Filmkassette gelegt und mit einem Rontgenfilm versehen. Die
Expositionszeit variiert in Abhingigkeit vom zu detektierenden Protein zwischen 30 Sekunden und
15 Minuten. Die Entwicklung des Films findet anschlieBend in einer Filmentwicklungsmaschi-
ne statt und die erhaltenen Proteinbanden werden mittels der densitometrischen BioDocAnalyze
Software erfasst und quantifiziert. Um die Membran im Anschluss nochmals zu verwenden, damit
diese mit einem, gegen ein internes Standardprotein (f3-Aktin) gerichteten, primédren Antikorper
inkubiert werden kann, wird die Membran gereinigt (,, stripping ). Zum Entfernen der gebundenen
Antikorper wird die Membran zweimal fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur in TBST gewaschen
und anschlieBend 30 Minuten bei Raumtemperatur in Stripping-Puffer inkubiert. Nach dreimali-
gem Waschen in TBST bei Raumtemperatur wird die Membran erneut mit 10 % Roti-Block (Carl
Roth GmbH) blockiert, wiederum dreimal fiir 10 min bei Raumtemperatur in TBST gewaschen
und es erfolgten die Inkubationen mit primdrem und sekundidrem Antikorper, sowie die jeweiligen
Waschschritte und Durchfiihrungen der Chemilumineszenz-Reaktion. Die erhaltenen Proteinban-
den wurden ebenfalls mit der densitometrischen BioDocAnalyze Software erfasst, quantifiziert und

schlieBlich zur Normalisierung des jeweiligen Zielproteins herangezogen.
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Primiirer Antikorper Sekundirer Antikorper
Protein BDNF
Antikorper/ anti-BDNF/ 1:200 Anti-Rabbit IgG,
Verdiinnung peroxidase-linked species-
specific F(ab")2 fragment/
1:1000
Firma Santa Cruz Biotechnology, Amersham Pharmacia
Santa Cruz, California,USA Buckinghamshire, UK

Tabelle 2.4: Verwendete Antikorper fiir Inmunoblot

Réntgenfilmentwicklung und Auswertung

Die Entwicklung und Auswertung erfolgte mittels Densitometrie. Im ersten Entwicklungsschritt
wurden die Membranen nach einminiitiger Trocknung mit ECL-Losungen (enhanced chemilumi-
nescence, Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, UK) inkubiert. Die Membran wurde darauf-
hin mit einem lichtempfindlichen Film (Hyperfilm ECL, Amersham Pharmacia, Buckinghamshire,
UK) in eine Fotokassette gegeben. Die Entwicklung des Filmes erfolgte mit Entwickler, Stoppbad
und einer Fixierlosung, zwischen diesen Losungen wurde jeweils mit Wasser gewaschen. Entspre-
chend der Expositionszeit fiel die Farbung des Filmes schwicher oder stirker aus. Die densitome-
trische Auswertung der belichteten Filme erfolgte mit dem Bildanalyseprogramm BioDocAnalyze
(Biometra). Das Programm ermdglicht die Messung des Schwirzegrades der Banden in Form von
Grauwerten pro Flacheneinheit. Hierbei wird davon ausgegangen, dass die Intensitidt der Schwiir-
zung des Filmes und die Breite der Bande korrelieren. Nach der Auswertung mit BioDocAnalyze
(Biometra) wurde das Verhiltnis der BDNF-Banden zu den f3-Aktin-Banden gebildet und die Kon-

trollen 100 % gesetzt. Daher wurde im Folgenden immer von Prozentwerten ausgegangen.

2.5 BDNF Knockout Mause

Um den Zusammenhang zwischen dem Neurotrophin BDNF und dem Neurotoxin MDMA zu hin-
terfragen, wurden Versuche mit BDNF Knockout Mausen durchgefiihrt. Fiir die Versuche wurden
sieben Tage alte CD1/BDNF +/- Knockout Méuse verwendet. Sie erhielten ebenso wie die neo-
natalen Ratten eine Dosis von 60 mg/kg KG bzw. Natriumchloridlosung 0,9 % intraperitoneal
appliziert. 24 Stunden nach der Injektion wurden die Tiere getotet, intrakardial wie unter [2.1.2] be-
schrieben perfundiert und die Hirnschnitte nach der TUNEL-Firbemethode (vgl. immunhi-
stochemisch gefirbt. Die Hirnschnitte wurden dann mittels der stereologischen Dissektionsmetho-
de in verschiedenen Hirnregionen ausgezéhlt und die numerische Dichte der degenerierten Zellen
(Zellen/mm?) bestimmt. Die Dichten der einzelnen Hirnregionen wurden zu einem Gesamtscore
der Nervenzelldegeneration addiert. Die Bestimmung des Genotyps erfolgte nach der Extraktion

der DNA aus Schwanzspitzenproben der Méuse mit Hilfe der schon zuvor beschriebenen PCR

(vgl. Abschnitt[2.2.7).
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3 Ergebnisse

Es besteht eine wachsende Befiirchtung iiber die potentiellen Risiken, insbesondere die neurotoxi-
schen Schiden, die MDMA (3,4-Methylendioxymetamphetamin, Ecstasy) im Gehirn verursachen
kann [60]. Da der Konsum von MDMA mehrheitlich in einer Altersgruppe von 18-25 Jahren auf-
tritt [79] und ungewollte Schwangerschaften in dieser Altersgruppe mutmaflich héher sind, erhebt
sich die Frage nach den Auswirkungen auf den Fetus im Mutterleib und dessen Entwicklung [60]].
Sowohl MDMA, als auch sein Metabolit MDA (3,4-Methylendioxyamphetamin) sind plazentagin-
gige Substanzen [16l]. Um die Wirkung auf das ungeborene Kind zu hinterfragen, dessen Mutter
in der Schwangerschaft MDMA konsumiert, wurden die im Folgenden beschriebenen Versuche an
der neonatalen Ratte durchgefiihrt. Die Ratte eignet sich gerade in dieser Fragestellung besonders
als Tiermodell, da sie die Phase des grofSten Hirnwachstums postnatal vollzieht, in dem Zeitraum
nach der Geburt bis zur dritten Lebenswoche. Wihrend beim Menschen im letzten Trimenon der
Schwangerschaft bis zum Beginn des 3. Lebensjahres das stirkste Hirnwachstum stattfindet [30].
Mit Hilfe dieses Tiermodells wurden zum einen histologische Untersuchungen iiber die neuro-
degenerative Wirkung von MDMA durchgefiihrt, zum anderen wurde der Einfluss von MDMA auf

die Genexpression der Nervenwachstumsfaktoren, insbesondere von BDNF, néher beleuchtet.

3.1 Neurodegeneration im unreifen Gehirn der Ratte

Um festzustellen, oo MDMA eine neurotoxische Wirkung im sich entwickelnden Gehirn verur-
sacht, wurde den Versuchstieren am siebten Lebenstag (P7) MDMA bzw. Placebo (Natriumchlo-
ridlosung 0,9 %) in einer Dosis von 60 mg/kg Korpergewicht intraperitoneal injiziert. Nach 24
Stunden Uberlebenszeit wurden die Tiere getotet und die Gehirne zur histologischen Analyse ent-
nommen. Die degenerierten Nervenzellen wurden nachdem sie nach DeOlmos (vgl. Methodik
Abschnitt 2.1.4), Fluoro-Jade (vgl. Abschnitt 2.1.6) bzw. TUNEL (vgl. Abschnitt [2.1.5)) gefirbt
worden waren mittels der stereologischen Dissektionsmethode in 17 verschiedenen Hirnregionen

ausgezihlt und die numerische Dichte dieser Zellen pro mm?>

ermittelt. Diese Zelldichtewerte jedes
einzelnen Gehirnpriparates wurden zu einem Gesamtwert, dem Summenscore, addiert.

Mit der DeOlmos Kupfer-Silberfirbung werden degenerierte Axone und Neurone dunkel-
braun bis schwarz gefarbt und heben sich deutlich vom goldgelben Hintergrund ab [26]. In his-
tologischen nach DeOlmos gefidrbten Gehirnschnitten sieben Tage alter Ratten, die mit Kochsalz-
l6sung behandelt wurden sind einzelne degenerierte Neurone unter dem Mikroskop zu erkennen

(vgl. Abbildung|3.1|/B und D). Dagegen ist in Schnitten aus Gehirnen der mit MDMA behandelten
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Tiere ein vermehrter Nervenzelluntergang zu beobachten (vgl. Abbildung [3.1] A und C). In die-
sen folgenden Abbildungen von Hirnschnittpriparaten treten die degenerierten Nervenzellen als

schwarze Punkte im Kortex frontalis und im Subiculum unter dem Mikroskop in Erscheinung.

Abbildung 3.1: Hirnschnittpriparate sieben Tage alter Ratten gefiirbt nach DeOlmos.

In A und B ist der Kortex frontalis bei 200-facher VergroBerung abgebildet. Die Gehirne wurden 24 Stunden nachdem
die Tiere mit (A) MDMA 60 mg/kg KG oder (B) Placebo behandelt wurden, entnommen und nach dem Protokoll
aufbereitet. Degenerierte Nervenzellen sind in den vorliegenden Abbildungen als schwarze Punkte zu erkennen. Unter
Verabreichung von 60 mg/kg KG MDMA, wie Bild A zeigt, sind deutlich mehr degenerierte Zellen im Vergleich zu
den Kontrollen in Bild B ersichtlich.

In C und D ist das Subiculum, ein Teil des Hippocampus in 200-facher VergroBerung dargestellt. Die Uberlebenszeit
betrug sowohl fiir die Tiere die (C) 60 mg/kg KG MDMA als auch fiir die Kontrolltiere (D), die Kochsalzlésung
erhielten 24 Stunden. Im Subiculum waren im Mittel bei den Tieren, die MDMA erhielten deutlich mehr degenerierte
Nervenzellen (vgl. Abbildung C) unter dem Mikroskop sichtbar. Allerdings konnte nach statistischer Analyse aufgrund
der groBien Streuung bei den MDMA-Tieren keine Signifikanz fiir diese Aussage errechnet werden. Der Mittelwert
liegt jedoch gegeniiber den Kontrolltieren deutlich héher. In einer folgenden Tabelle [3.1] sind die Ergebnisse fiir die
einzelnen Hirnregionen mit Mittelwert und Standardfehler separat aufgefiihrt.
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B

Abbildung 3.2: Vermehrter Zelluntergang in der Tenia tecta in Hirnschnittpriparaten 7 Tage alter Ratten.
In der DeOlmos Férbung wird in dieser Arbeit eine von Schmued et al. in einer Studie von 2003 als Tenia tecta be-
zeichnete Hirnregion iibereinstimmend mit einem vermehrten Zelluntergang beobachtet [101]]. Die Autoren beschrie-
ben diese Region als besonders sensibel fiir einen durch MDMA verursachten Schaden. Sie befindet sich auf beiden
Seiten des Septums in den vorderen Hirnschnitten. In der vorliegenden Dissertation erfolgte fiir diese Region keine
quantitative Analyse der Neurodegeneration, sondern war ein rein objektiv mikroskopisch erhobener und fotografisch
festgehaltener Befund. Die Darstellung erfolgt in 100-facher VergréBerung, 24 Stunden, nachdem die Tiere in A 60
mg/kg KG MDMA und in B Kochsalzlosung erhalten haben.

In den histologischen Schnitten aus den Gehirnen sieben Tage alter Ratten, die 60 mg/kg KG
MDMA erhielten, finden sich nach 24 Stunden Uberlebenszeit eine signifikant erhdhte Anzahl de-
generierter Zellen. Diese sind in mehreren Hirnregionen im Vergleich zu den mit Placebo (isotone
Kochsalzlosung) behandelten Tieren nachweisbar (vgl. Tabelle [3.1). Betroffene Gehirnregionen,
die eine signifikante neurotoxische Wirkung von MDMA zeigen sind die Lamina II des frontalen
Kortex, die Laminae IT und I'V des parietalen Kortex, die Lamina II des Kortex cinguli, das Septum,
der Thalamus ventralis, der Hypothalamus ventromedialis und die CA1-Region des Hippocampus.
In Abbildung [3.3]sind die meisten Regionen in ihrer Lokalisation im Rattengehirn grafisch darge-
stellt. In Tabelle [3.1] sind die Hirnregionen, die eine signifikant erhohte Anzahl an degenerierten

Nervenzellen aufweisen grau unterlegt.

Lamina 2 des.

. amina 4 des parietalen Cortex
Lamina 4 des Lamina 2 des parictalen Coriex

frontalen Cortex frontalen Cortex ¢

Lamina 4
retrosplenialen
.

Lamina 2 und 4
des Gyrus cinguli

Abbildung 3.3: Ubersicht der untersuchten Hirnregionen.
(A) Schnittebene aus dem vorderen Bereich des Gehirns und (B) aus dem hinteren Bereich des Rattenhirns. Grafik
modifiziert nach Sherwood und Timiras aus ,,A stereotaxic atlas of the developing rat brain“ [104]).
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Gehirnregion Numerische Zelldichte degenerierter Neurone
M+SEM
NaCl 0,9 %ig (n=13) | MDMA 60 mg/kg (n=11)
Kortex frontalis, 11 1571+£255 3571+825%*
Kortex frontalis, IV 187438 301+62
Kortex parietalis, 11 20524278 6456+1882*
Kortex parietalis, IV 216443 620+152*
Kortex cinguli, II 17924325 3978+717*
Kortex cinguli, IV 195443 338+82
Kortex retrosplenialis, 11 16621338 23411657
Kortex retrosplenialis, IV 221+£57 461£113
Nucleus caudatus 135444 332480
Septum 216+40 439462%*
Thalamus mediodorsalis 254455 442485
Thalamus laterodorsalis 184432 413+127
Thalamus ventralis 62+28 169+37*
Hypothalamus ventromedialis 348459 716+101*%*
Subiculum (Hippocampus) 509+£88 2147737
Gyrus dentatus (Hippocampus) 650+167 1114+283
CA1-Region (Hippocampus) 534£133 1399+367*
Summenscore 1078941542 252384+5206%*

Tabelle 3.1: Die Neurotoxische Wirkung von MDMA auf verschiedene Hirnregionen.

Am siebten Lebenstag (P7) wurde den Ratten 60 mg/kg KG MDMA bzw. isotone Kochsalzlosung injiziert. Nach
24 Stunden Uberlebenszeit wurden die Gehirne histologisch aufbereitet und nach dem DeOlmos-Protokoll gefirbt.
Die Dichte der degenerierten Neurone (Zellen/mm?®) wurde in 17 Gehirnregionen mit der stereologischen Dissekti-
onsmethode bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte der numerischen Dichte der degenerierten Zellen und deren
Standardfehler (M£SEM). In einigen Gehirnregionen wurde eine signifikante neurotoxische Wirkung von MDMA
ersichtlich (¥p<0,05 und **p<0,01; Student’s t-Test). Die Regionen, die einen signifikanten Nervenzelluntergang auf-
wiesen, sind in der Tabelle grau unterlegt. I und IV gelten fiir Laminae corticales IT und IV.

Grundlegend ist demzufolge festzustellen, dass MDMA im neonatalen Gehirn der Ratte einen
neurodegenerativen Zelluntergang verursacht. Allerdings sagt die DeOlmos Farbung nichts iiber
den Pathomechanismus aus, der zu der neuronalen Degeneration gefiihrt hat, d.h. es werden so-
wohl apoptotische als auch nicht-apoptotische Zellen angeférbt. Fiir den differenzierteren Nach-
weis, dass der neurodegenerative Prozess tatsidchlich apoptotischen Ursprungs ist, sind weitere
Untersuchungen moglich, wie z.B. die TUNEL-Férbung, Fluoro-Jade Firbung, die Elektronenmi-
kroskopie und molekularbiologische Untersuchungstechniken, was in vergangenen Studien bereits
gezeigt werden konnte [[18],109,106]. In dieser Arbeit wurde die TUNEL-Féarbung und die Fluoro-
Jade B Firbung vergleichsweise durchgefiihrt (vgl. Abschnitt[2.1.5und [2.1.6). Ein dhnliches Ver-
teilungsmuster degenerierter Zellen in den korrespondierenden Hirnregionen zeigen die nach der
TUNEL-Methode und Fluoro-Jade gefirbten Hirnschnitte im Vergleich zu den nach DeOlmos ge-

farbten Prédparaten. Die Apoptose ist durch eine von DNA-spaltenden Enzymen verursachte typi-

sche internukleosomale Fragmentierung der DNA in Segmente mit ca. 180 Basenpaaren bzw. Viel-
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fachen davon charakterisiert [[67,43]. Gavrieli et al. beschrieben (1992) eine histologische Metho-
de, um Zellen in situ anzufdrben, deren DNA durch Endonukleasen-Spaltung fragmentiert ist [39]].
Sie nannten diese Nachweismethode der Apoptose TUNEL-Féarbung. Da auch z.B. bei Nekrose-
induzierten Strangbriichen oder postmortaler Autolyse 3’-OH-DNA-Enden freiliegen konnen, ist
die TUNEL-Technik nicht Apoptose-spezifisch [41} 28]]. Die TUNEL-Technik wird daher gemein-
sam mit anderen Methoden zum Apoptosenachweis verwendet. In Abbildung sind TUNEL-
positive Kerne degenerierter Zellen sichtbar. Die TUNEL-Methode firbt Zellen mit fragmentierter

DNA, das wie schon erwihnt u.a. ein Kennzeichen der Apoptose darstellt.

&°

A B

Abbildung 3.4: Hirnschnittpriparate nach einer TUNEL-Férbung.
Gezeigt wird eine Deteilansicht des Thalamus von drei Tage alten Ratten, 24 Stunden nachdem sie A: 60 mg/kg
KG MDMA und B: Placebo (Kochsalzlosung) erhalten haben. Die TUNEL-positiven degenerierten Neurone sind als
braune Punkte zu erkennen, Vergroflerung 40-fach.

Um noch eine dritte unabhiingige Fiarbung der Hirngewebe vergleichend zu studieren, wurden
die Gehirnschnitte 7 Tage alter Ratten mit Fluoro-Jade B geférbt, nachdem sie 60 mg/kg KG
MDMA erhalten hatten. Mit Hilfe der Fluoro-Jade B Farbung (vgl. [2.1.6) konnen neurodegenera-
tive Zellen sehr zuverlédssig und mit einer hohen Sensitivitit detektiert werden. Obwohl der Mecha-
nismus durch den eine Zelle stirbt durch diese Fiarbung nicht spezifiziert wird, wurden strukturelle
Veridnderungen, die mit der Morphologie apoptotisch sterbender Zellen {ibereinstimmen, beobach-
tet [32]. Fluoro-Jade ist ein neuronenspezifischer Fluoreszenzfarbstoff, der sich auch bei gekiihlter
Lagerung nicht permanent hélt, sondern eine baldige mikroskopische Auswertung erfordert [102].
Die mit 60 mg/kg MDMA behandelten 7 Tage alten Ratten zeigen Fluoro-Jade B positive Neu-
rone in verschiedenen Hirnregionen (vgl. Abbildung [3.5] Thalamus). Die Anzahl an degenerierten
Nervenzellen in den entsprechenden Hirnregionen ist vergleichbar mit den in der Silberfiarbung

erzielten Ergebnissen.



42 KAPITEL 3. ERGEBNISSE

Al B

Abbildung 3.5: Hirnschnittpriparate nach Fluoro-Jade B geférbt.
Abgebildet sind Hirnschnitte von sieben Tage alten Ratten mit einem Ausschnitt aus dem Subiculum (Hippocampus),
Vergroferung 200-fach. Die degenerierten Neurone sind Fluoro-Jade B positiv gefarbt und in der Abbildung deutlich
als fluoreszierende hellgriin leuchtende Punkte zu erkennen. A: 60 mg/kg KG MDMA, vermehrt degenerierte Neurone
detektiert. B: Kontrollversuch, NaCl-Losung 0,9%, deutlich weniger degenerierte Nervenzellen nachweisbar.

Die Ubereinstimmung der Ergebnisse dreier voneinander unabhiingiger Firbemethoden, be-
starkt die These, dass es sich um einen Nervenzelluntergang apoptotischen Ursprungs handelt. Ein-

deutige Hinweise darauf sind auch in anderen Studien gefunden worden [106} 18, 17, [77},109, |54].

3.1.1 Altersabhangigkeit der Neurodegeneration unter MDMA

Um eine mogliche Altersabhingigkeit der proapoptotischen MDMA-Wirkung darzustellen, wurde
Ratten in unterschiedlichem Alter MDMA in konstanter Dosierung von 60 mg/kg KG MDMA
bzw. den Kontrolltieren Natriumchloridlosung injiziert. Das Alter der Tiere betrug 3, 7, 14 und 21
Tage. Nach 24 Stunden Uberlebenszeit wurden die Tiere perfundiert und wie unter[2.1.8| beschrie-
ben ausgewertet. Trotz wiederholter Versuche sind die Farbungen der 3 Tage alten Ratten nur bei
einzelnen Tieren gegliickt, so dass die Gesamtzahl nicht ausreichend hoch war, eine statistische
Analyse dieser Versuchsgruppe zu erméglichen. Zum einen lag das an der langwierigen Prozedur
der Farbemethode, zum anderen an der Winzigkeit der Gehirne. Es sind aber aus den wenigen Hirn-
schnitten der 3 Tage alten Tiere eindrucksvolle Fotografien (vgl. Abbildung [3.4) entstanden. Ein
Vergleich der anderen drei Versuchsgruppen von 7, 14 und 21 Tagen ist in Abbildung [3.6] grafisch
dargestellt. In der Grafik ist deutlich erkennbar, dass MDMA signifikant die apoptotische Neuro-
degeneration im Vergleich zu den Kontrollgruppen des gleichen Alters vor allem in den Gehirnen
der 7 Tage alten Ratten verstirkt (7 Tage: **p<0,01). Aber auch bei den 14 und 21 Tage alten
Tieren, wenn jedoch in einem geringeren Ausmal, war ein signifikanter Untergang von Neuronen
gegeniiber den Kontrollen der gleichen Altersgruppe nachweisbar (14 Tage: *p<0,05; 21 Tage:
*#%p<0,001; Student”s t-Test, n=7-9). Um die Neurodegeneration in den drei Gruppen quantitativ
vergleichen zu konnen, wurde ein Faktor rechnerisch ermittelt, um den die Neurodegeneration im
Vergleich zu den Kontrollen erhoht ist. Bei den 7 Tage alten Ratten ist eine Zunahme der Neuro-

degeneration gegeniiber den Kontrolltieren um den Faktor 1,86 zu verzeichnen; dementgegen bei
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den 14 Tage alten Tieren um den Faktor 1,28 und bei den 21 Tage alten Versuchstieren um den
Faktor 1,42 (errechnet anhand der Mittelwerte der jeweiligen Gruppe, auf zwei Stellen nach dem
Komma gerundet). Dementsprechend erreicht im Alter von sieben Tagen, welches mit der rapiden
Hirnwachstumsphase (vgl. [[.2)) zusammenfillt, die Sensibilitit gegeniiber der Substanz MDMA
im unreifen Gehirn der Ratte unter den beobachteten Altersgruppen in Form eines apoptotischen

Nervenzellunterganges ihr HochstmaB.

Altersabhangigkeit des proapoptotischen Effekts von
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Abbildung 3.6: Altersabhéingigkeit der proapoptotischen Wirkung von MDMA.

Ratten unterschiedlichen Alters erhielten an Tag 7, 14 und 21 MDMA in konstanter Dosierung (60mg/kg KG) bzw.
Placebo. Nach 24 Stunden Uberlebenszeit wurden die Gehirne histologisch analysiert. Die nach De Olmos gefirbten
Préparate wurden mittels der stereologischen Dissektionsmethode in verschiedenen Hirnregionen ausgezihlt und die
numerische Dichte der degenerierten Zellen (Zellen/mm?) bestimmt. Die Dichten in den einzelnen Hirnregionen wur-
den zu einem Score der Neurodegeneration addiert. Die Sdulen zeigen die Mittelwerte und SEM (Standardfehler) der
Scores pro Versuchsgruppe an. Die statistische Analyse erfolgte zwischen den Kontroll- und den MDMA-Gruppen
des gleichen Alters mittels des Student‘s t-Tests fiir unverbundene Stichproben (n=7-9 Tiere pro Versuchsgruppe).
MDMA verstirkt signifikant die apoptotische Neurodegeneration bei den 7, 14 und 21 Tage alten Ratten, mit einem
Maximum am siebten Tag. Bei den 7 Tage alten Tieren findet eine verstirkte Neurodegeneration durch MDMA um
den Faktor 1,86 statt, bei den 14 Tage alten Tieren um einen geringeren Faktor von 1,28 und bei den 21 Tage alten
Tieren um den Faktor 1,42 gegeniiber den Kontrollgruppen (errechnet anhand der Mittelwerte der Versuchsgruppen,
gerundet auf zwei Stellen nach dem Komma).
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Mit dieser Untersuchung wurde gezeigt, dass das neonatale Gehirn der Ratte aller drei Alters-
gruppen (7, 14 und 21 Tage) anfillig fiir eine neurotoxische Wirkung durch MDMA ist. Das neo-
natale Gehirn 7 Tage alter Ratten zeigte dabei den stirksten neurodegenerativen Schaden. Schluss-
folgernd reagiert das Rattengehirn um den 7. Lebenstag herum am empfindlichsten auf die Schi-
digung durch MDMA. Zu diesem Zeitpunkt, der mit der groiten Hirnwachstumsphase (vgl. [[.2))
zusammenfillt, ist sowohl die physiologische als auch die durch MDMA induzierte apoptotische

Neurodegeneration am stirksten ausgeprigt.

3.1.2 Dosisabhangigkeit der Neurodegeneration unter MDMA

Um eine mogliche Dosisabhiingigkeit der proapoptotischen MDMA-Wirkung aufzuzeigen, wur-
de eine Dosis-Wirkungs-Studie durchgefiihrt. Im Alter von sieben Tagen (P7) bekamen die Ver-
suchstiere in unterschiedlicher Dosis MDMA bzw. Natriumchloridlosung (0,9%ig) appliziert. Die
getesteten Dosen lagen bei 20, 40, 60 und 3x20 mg/kg KG. Nach 24 Stunden Uberlebenszeit wur-
den die Gehirne entnommen und nach zuvor beschriebenem Protokoll aufgearbeitet und analysiert
(vgl. Abschnitt 2.

Wie in Abbildung (3.7|zu ersehen ist, existiert eine Dosisabhiingigkeit des Ausmales der apopto-
tischen Neuronenunterginge nach MDMA-Injektion. Bei einer einmaligen Dosis von 20 und 40
mg/kg KG ist noch keine signifikante Nervenzelldegeneration zu erheben. Ab einer einmaligen Do-
sis von 60 mg/kg KG MDMA ist im neonatalen Gehirn der Ratte eine signifikante Degeneration
von Neuronen gegeniiber den mit Placebo behandelten Tieren nachweisbar. Eine dreimalige Injek-
tion von 20 mg/kg KG MDMA, bezeichnet als ,, binge-dosing “ [99], bewirkt das gleiche Maf} an
apoptotischem Nervenzelluntergang. Allerdings ist ein Trend ablesbar, der fiir einen hoheren Scha-
den bei dreimaliger Injektion von 20 mg/kg MDMA gegeniiber einer einmaligen Applikation von
60 mg/kg MDMA, spricht. Denn der Mittelwert des Summenscores fiir 3x20 mg/kg KG MDMA
ist um den Faktor 1,125 hoher als bei den Tieren, die 60 mg/kg KG bekamen. Fiir diesen Trend
lasst sich statistisch keine Signifikanz erheben, dafiir miissten weitere Versuche unternommen wer-
den. Zumindest aber kann, aufgrund der hier erhobenen Ergebnisse, von einer Tendenz in Richtung

einer verstarkenden Wirkung bei mehrfacher Exposition mit MDMA gesprochen werden.
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Dosisabhangigkeit des proapoptotischen Effekts von
MDMA im sich entwickelnden Gehirn der Ratte

35000 ”
|

E 30000 " xx
¥ T T

25000 1 MDMA

’E E Kontrollen

20000

5 T

T 15000+ Student's £ Test:

N L <0,05
-§ 10000 *==*p=0,001
B #- nicht signifikant
(3 5000

0
20 40 60 20 Ko
Dosis (mg/'kg KG)

Abbildung 3.7: Dosisabhéngigkeit der proapoptotischen Wirkung von MDMA.

Untersucht wurden die Gehirne von 7 Tage alten Ratten. Die Versuchstiere bekamen in unterschiedlichen Dosierun-
gen von 20, 40, 60, 3x20 mg/kg KG MDMA, bzw. die Kontrolltiere Natriumchloridlosung 0,9% appliziert. Nach 24
Stunden Uberlebenszeit wurden die Gehirne histologisch analysiert. Die nach De Olmos gefirbten Priparate wurden
mittels der stereologischen Dissektionsmethode in verschiedenen Hirnregionen ausgezihlt und die numerische Dich-
te der degenerierten Zellen (Zellen/mm?) bestimmt. Die Dichten in den einzelnen Hirnregionen wurden zu einem
Gesamtwert der Neurodegeneration addiert. Die Sdulen zeigen die Mittelwerte und SEM (M+SEM) der Scores pro
Versuchsgruppe an. Die MDMA-Dosierungen 3x20 und 60 mg/kg KG MDMA zeigen das gleiche Maf3 an Neurode-
generation und verursachen im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhohte apoptotische Neuronenuntergénge.
Die statistische Analyse erfolgte zwischen Kontroll- und MDMA-Gruppen mittels des Students t-Tests, n=7-14 Tiere
pro Versuchsgruppe.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass eine Dosisabhédngikeit der proapototischen Wirkung von
MDMA besteht. Mit dieser Methode ist eine Neurodegeneration iiber das physiologische Maf hin-
aus ab einer Dosis von 60 mg/kg KG signifikant nachgewiesen und wurde fortan als Standarddosis
fiir weitere Versuchsreihen verwendet. Da bei einer Dosis von 3x20 mg/kg KG MDMA der Zellun-
tergang um den Faktor 1,125 (bezogen auf die Mittelwerte) groler war als im Vergleich zur Dosis
von 1x60 mg/kg KG, scheint hier eine kumulative apoptotische Wirkungsweise zu Grunde zu lie-
gen. Allerdings waren die Unterschiede dieser zwei Gruppen mit den verschiedenen Dosen von
3x20 und 1x60 mg/kg KG MDMA nicht signifikant, was u.a. auf die hohen Standardabweichun-
gen bzw. Standardfehler durch eine extreme Streuung der Werte zuriickzufiihren ist. Um genauere
Angaben in diesem Sachverhalt machen zu konnen, miissten weitere Studien mit noch grofleren

Versuchsreihen folgen.
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3.1.3 Zeitabhangigkeit der Neurodegeneration unter MDMA

Um die Abhiingigkeit der apoptotischen Neurodegeneration von der Uberlebenszeit der Versuchs-
tiere zu tiberpriifen, wurden zwei Versuchsgruppen nach Injektion von 60 mg/kg KG MDMA bzw.
Kochsalzlosung am siebten Lebenstag (P7), nach 7 und 14 Tagen Uberlebenszeit, untersucht. Die
Uberlebenszeit nach Injektion betrug zum einen 7 und zum anderen 14 Tage. Entsprechend betrug
das Alter der Tiere zum Perfusionszeitpunkt 14 und 21 Tage.

Mit der zuvor angewandten Methode, der Zdhlung der apoptotischen Zellen in der DeOlmos
Kupfer-Silberfarbung konnte der Nachweis in dieser Fragestellung nicht erbracht werden. Die
apoptotischen Zellen waren nach lingeren Uberlebenszeiten (post injectionem) schon phagozytiert
und somit quantitativ unter dem Mikroskop mit dieser Firbemethode nicht mehr erfassbar, da zwi-
schen der Verabreichung von MDMA und der Perfusion der Jungtiere 7 Tage oder mehr lagen. Um
trotzdem die Neurodegeneration auch 7 und 14 Tage nach MDMA-Injektion noch nachzuweisen,
wurde die Zelldichtebestimmung (Zellen/mm?) mittels der Cresylviolettfiarbung (vgl. Abbildung
[2.3]und Abschnitt als geeignete Methode ausgewihlt. Dieses Verfahren ermoglichte einen
indirekten Nachweis von vermehrtem Zelluntergang bei den mit MDMA behandelten Tieren, in-
dem die Zellen quantitativ mittels der stereologischen Dissektionsmethode ermittelt und mit denen
der Kontrollgruppe verglichen wurden. Waren nachweislich signifikant weniger Gesamtzellen in
der Testgruppe vergleichsweise zu denen der Kontrollgruppe verifizierbar, so war der Beleg fiir
eine Verminderung der Neuronenzahl in der MDMA-Versuchsgruppe erbracht.

Wie in Abbildung ersichtlich wird, waren selbst nach 7 und 14 Tagen Uberlebenszeit noch
eine verminderte Zellzahl im Vergleich zu den Kontrollgehirnen mit der quantitativen Zellzédh-
lung unter dem Mikroskop nachweisbar. Fiir die 14 Tage alten Ratten, bei denen die Injektion
von MDMA am siebten Tag (P7) erfolgte, ist eine signifikante Erniedrigung der Zelldichte fest-
zustellen. Somit war eine Zellverminderung durch MDMA nachgewiesen, die auch hier auf eine
apoptotische Neurodegeneration, die iiber das physiologische Maf} hinausgeht, schlieen lédsst. Bei
den 21 Tage alten Ratten, die MDMA ebenfalls am siebten Tag (P7) erhielten, ist eine Tendenz der
erniedrigten Gesamtzellzahl gegeniiber den Kontrolltieren abzuleiten. Allerdings ist keine Signifi-

kanz fiir diesen Sachverhalt mehr zu erheben.
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Abbildung 3.8: Zeitabhéngigkeit der proapoptotischen Wirkung von MDMA.

Der Nachweis erfolgte durch Zelldichtebestimmung einzelner Regionen nach einer Cresylviolett-Firbung. Mittels der
stereologischen Dissektionsmethode wurde die Zelldichte (Zellen/mm?) bei 14 und 21 Tage alten Ratten bestimmt,
die am Tag 7 (P7) 60 mg/kg KG MDMA bzw. Placebo erhalten hatten. Die 14 Tage alten Ratten (Uberlebenszeit
7 Tage) zeigen eine signifikant verminderte Zellzahl im Vergleich zu den Kontrollen, ein Nervenzelluntergang ist
damit indirekt nachgewiesen. Bei den 21 Tage alten Tieren (Uberlebenszeit 14 Tage) ist kein signifikanter Unterschied
der Zelldichte zu den Kontrolltieren aufzuzeigen. Die Analyse erfolgte mit dem Student’s t-Test fiir unverbundene
Stichproben (n=5-6 pro Versuchsgruppe).

Diese Ergebnisse belegen einen anhaltenden degenerativen Effekt auch 7 Tage nach Verabrei-
chung von MDMA. 14 Tage nach MDMA-Injektion scheint die neuronale Degeneration fast voll-
standig kompensiert worden zu sein und ist nicht mehr signifikant nachweisbar. Die Untersuchun-

gen bestitigen demnach eine Zeitabhéngigkeit der proapoptotischen Wirkung von MDMA.

3.2 Einfluss von MDMA auf das Verhalten und das
Korpergewicht der Versuchstiere

Einige Sekunden nach der Injektion von MDMA verinderte sich das Verhalten der neonatalen Tie-
re. Zwischen den Versuchsgruppen, die 20 mg/kg und 60 mg/kg erhielten war im Verhalten sub-
jektiv kein Unterschied ersichtlich. In der Akutwirkung 16ste MDMA eine starke unkoordinierte
Hyperaktivitit und stereotypes Verhalten aus. Die 3 und 7 Tage alten Tiere wirkten orientierungs-
los, lagen zwischenzeitlich auf dem Riicken oder rollten gar wild umher. Die Bewegungsaktivitét
stieg so stark an, als dass die Tiere iiberhaupt nicht mehr innehielten, sondern in stindiger Be-
wegung blieben. Die 14 und 21 Tage alten Tiere blieben mit den Fiien auf dem Boden, waren
aber ebenso hyperaktiv und rannten wild umher und gaben quietschende Laute von sich. Fiir die

nichsten Stunden saugten sie keine oder kaum Milch bei dem Muttertier, was die im Folgenden be-
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schriebenen Gewichtsverinderungen erklirt. Die sinkende Gewichtszunahme der MDMA-Gruppe
gegeniiber den Kontrolltieren wihrend der Durchfithrung der Versuche war augenscheinlich auf-
fallig. Aus diesem Grund sollte sie anhand von Gewichtsmessungen objektiviert werden. Fiir einen
Grof3teil der MDMA-Versuchstiere war sogar eine Gewichtsabnahme zu verzeichnen, wie in Ab-
bildung [3.9] grafisch dargestellt. Bei einer Dosis von 60 mg/kg Korpergewicht steigt bei drei Tage
alten Ratten das Gewicht innerhalb von 24 Stunden trotz der Gabe von MDMA an, zweifellos in
geringerem Maf3e als bei den Kontrolltieren. Gegeniiber den 3 Tage alten Kontrolltieren existiert
eine signifikant verminderte Gewichtszunahme 24 Stunden nach der Injektion. Bei den 7, 14 und
21 Tage alten Ratten zeigt sich eine signifikante Gewichtsreduktion gegeniiber den Kontrollen. Ge-
messen wurde unmittelbar vor der Injektion und 24 Stunden danach. Bei einer einmaligen Dosis
von 20 mg/kg Korpergewicht bleibt das Gewicht 24 Stunden nach der Injektion anndhernd kon-
stant (Daten nicht gezeigt). Die Auswertung erfolgte mit dem Student’s t-Test fiir unverbundene

Stichproben (n=6-9 Versuchstiere pro Gruppe).
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Abbildung 3.9: Gewichtsverinderungen 24 Stunden nach MDMA - Injektion.

Bei Ratten in unterschiedlichem Alter sind die Gewichtsverinderungen zum Vergleich dargestellt. Gemessen wurde
unmittelbar vor der Injektion von 60 mg/kg KG MDMA bzw. Placebo und 24 Stunden danach. Es wurde der Mittelwert
aus der Gewichtszunahme oder -abnahme statistisch ausgewertet und mit dem Standardfehler grafisch dargestellt. Die
3 Tage alten Tiere zeigen eine signifikant geringere Gewichtszunahme als die Kontrollen dieser Altersgruppe. Bei den
7, 14 und 21 Tage alten Ratten hingegen, ist eine signifikante Gewichtsreduktion innerhalb von 24 Stunden gegeniiber
den Kontrollen des gleichen Alters festzustellen. Die Analyse erfolgte mit dem Student’s t-Test fiir unabhéingige
Stichproben (n=6-9 Tiere pro Versuchsgruppe).
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3.3 Einfluss von MDMA auf die Genexpression der
Wachstumsfaktoren

Im Folgenden wurden mogliche Mechanismen untersucht, die bei der Pathogenese der apopto-
tischen Neurodegeneration im sich entwickelnden Gehirn involviert sind. Es wurde gepriift, ob
MDMA die Expression von BDNF, NGF und NT-3 im retrosplenialen Cortex beeinflusst. Die
Transkription wurde mittels der semiquantitativen PCR und fiir BDNF auch mit der real-time PCR
nach zuvor beschriebenem Protokoll analysiert (vgl. und [2.3)). Die Genexpression auf Protein-
ebene fiir BDNF wurde mittels dem Western Blot-Verfahren néher betrachtet (vgl.[2.4)). Aus diesem
Grund wurde Ratten am siebten Lebenstag (P7), zum einen in einer Dosis von 20 mg/kg KG und
zum anderen 60 mg/kg KG MDMA injiziert. Bei 20 mg/kg KG wurde nur die Transkriptionsebene
begutachtet. Die Uberlebenszeiten nach Injektion betrugen 2, 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden, um
den zeitlichen Verlauf einer moglichen Verianderung der Genexpression und Proteinsynthese der

Wachstumsfaktoren zu verfolgen.

3.3.1 Genexpression von BDNF bei einer Dosis von 60 mg/kg KG MDMA

Zuerst wurde die Standarddosis von 60 mg/kg KG MDMA aus den vorherigen histologischen
Versuchen auch fiir die folgenden Studien auf molekularbiologischer Ebene verwendet. Wie der
Abbildung zu entnehmen ist, fiihrt MDMA zu einer vermehrten Expressionssrate von BDNF
auf mRNA-Ebene in der untersuchten Hirnregion des retrosplenialen Cortex im Gehirn der infanti-
len Ratte. Signifikant erhohte Werte sind bei einer Dosis von 60 mg/kg MDMA nach 6, 12, 24 und
auch noch nach 48 Stunden nachweisbar, mit einem Maximum der Hochregulation nach 24 Stun-
den. Als interner Standard wurde 18S rRNA verwendet und die mRNA fiir BDNF ins Verhiltnis
zu 18S rRNA gesetzt. Die Angaben erfolgen in Prozent bezogen auf die Kontrolltiere (Kontroll-
tiere = 100%). Eine Varianzanalyse zum Vergleich der verschiedenen Uberlebenszeiten mit den
Kontrolltieren wurde mit one-way ANOVA (Newman-Keuls Multiple Comparison Test, *p<0,05;
*#%p<0,001) durchgefiihrt.
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Abbildung 3.10: Semiquantitative PCR zur Bestimmung von BDNF.
Untersucht wurde der retrospleniale Kortex nach einmaliger Injektion von 60 mg/kg KG MDMA am 7. Lebenstag der
Versuchstiere (P7). Nach zuvor definierten Uberlebenszeiten von 2, 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden wurden die Tiere
getotet und die Gehirne entsprechend aufgearbeitet. 18S rRNA galt als interner Standard zu dem die Werte von BDNF
ins Verhiltnis gesetzt wurden (Angaben erfolgen in %). Die Kontrolltiere erhielten NaCl 0,9 % und wurden mit 100%
gleichgesetzt. Wie in Abbildung A zu ersehen ist, steigert MDMA die mRNA-Expression von BDNF signifikant ge-
geniiber den Kontrollen nach 6, 12, 24 und 48 Stunden Uberlebenszeit, mit einem Maximum bei 24 Stunden. Nach 72
Stunden ist keine signifikante Erhohung der Transkription von BDNF mehr festzustellen. Die Varianzanalyse erfolgte
mit one-way ANOVA (Newman-Keuls Multiple Comparison Test, n=5 Versuchstiere pro Gruppe).
In Abbildung B ist ein Polyacrylamidgel abgelichtet, welches mit zunehmender Uberlebenszeit fiir BDNF verstirkte
dunklere Banden zeigt. Daraus ergab sich nach densitometrischer Messung und statistischer Analyse eine Hochregu-

lation der mRNA-Expression von BDNF.
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Aus diesen Untersuchungen geht somit hervor, dass eine Abhiingigkeit von der Uberlebenszeit
nach der Injektion von MDMA fiir die Regulation von BDNF besteht und nach 24 Stunden ein
Maximum erreicht.

Zur Kontrolle und Bestétigung der aus der semiquantitativen PCR gewonnenen Erkenntnisse
wurde zusdtzlich eine real-time PCR durchgefiihrt. Es wurde wiederum Material des retrosple-
nialen Cortex von Tieren, die eine einmalige Injektion von 60 mg/kg KG MDMA am siebten
Lebenstag (P7) erhalten haben, verwendet. Die Uberlebenszeit betrug 2, 6, 12 und 24 Stunden. Bei
der real-time PCR ergibt sich gleichfalls ein durch MDMA induzierter signifikanter Anstieg der
Gentranskription fiir BDNEF, allerdings ist dieser hier schon nach 2 Stunden zu verzeichnen. Wie
der Abbildung zu entnehmen ist, liegt das Maximum der hier untersuchten Uberlebenszei-
ten ebenso wie bei der semiquantitativen PCR bei 24 Stunden. Die unterschiedliche Transkription
wird als n-fache Expression mit Hilfe des AA C7-Wertes angegeben. Wichtig bei dieser Berech-
nung ist eine gleiche Effizienz der beiden beteiligten PCR-Reaktionen. Die C7-Werte werden hier-
bei voneinander abgezogen, die beiden A Cr-Werte der einzelnen Gruppen ebenfalls voneinander

(AACT)

abgezogen und in die Gleichung: n-fache Expression =2~ eingesetzt.
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Abbildung 3.11: Real-time PCR zur Bestimmung von BDNF.

Untersucht wurde der retrospleniale Cortex nach einmaliger Injektion von 60 mg/kg KG MDMA am 7. Lebenstag der
Versuchstiere (P7). Nach zuvor definierten Uberlebenszeiten von 2, 6, 12 und 24 Stunden wurden die Tiere getotet
und die Gehirne entsprechend aufgearbeitet. Angaben erfolgen in 2~ (AACT) (in %). Die Kontrolltiere erhielten Na-
triumchloridlésung 0,9 % und wurden mit 100 % gleichgesetzt. MDMA steigert die mRNA-Expression von BDNF
signifikant gegeniiber den Kontrollen nach 2, 6, 12, 24 Stunden Uberlebenszeit, mit einem Maximum der hier erho-
benen Uberlebenszeiten bei 24 Stunden. Die Varianzanalyse erfolgte mit one-way ANOVA (Newman-Keuls Multiple
Comparison Test, n=5 Versuchstiere pro Gruppe).
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Resiimierend aus den durchgefiihrten Untersuchungen haben sich die Ergebnisse der semiquan-
titativen PCR durch die real-time PCR bestitigen lassen. Der Nachweis der Hochregulation der
Transkription von BDNF induziert durch MDMA ist somit durch zwei verschiedene Methoden
erbracht. Da die real-time PCR sensitiver ist, sind die Ergebnisse aus dieser Untersuchung als ver-
lasslicher einzustufen. Auszugehen ist daher von einer verstiarkten Expression auf mRNA-Ebene
fiir BDNF schon zwei Stunden nach Injektion von MDMA (vgl. Abbildungen und [3.T1).

3.3.2 Genexpression von BDNF bei einer Dosis von 20 mg/kg KG MDMA

Um herauszufinden, ob auch eine geringere Dosis zu einem deckungsgleichen Anstieg der Tran-
skriptionsraten von BDNF fiihrt, wurde in der nidchsten Versuchsreihe eine Dosis von 20 mg/kg
KG MDMA gewihlt. Wiederum wurden nach einer Uberlebenszeit von 2, 6, 12, 24 und 48 Stun-
den die Transkriptionsraten ermittelt. Auf mRNA-Ebene wurde mit der semiquantitativen PCR
BDNF quantitativ analysiert. MDMA fiihrt dhnlich wie bei einer Dosis von 60 mg/kg KG zu einer
vermehrten Transkription von BDNF in der untersuchten Hirnregion des retrosplenialen Cortex
im Gehirn der infantilen Ratte. Wie in Abbildung [3.12] veranschaulicht, ist eine signifikant erhoh-
te Menge an mRNA fiir BDNF bei einer Dosis von 20 mg/kg MDMA nach 6, 12, 24 und auch
noch nach 48 Stunden nachweisbar. Ein Maximum der Hochregulation ergibt sich auch bei dieser
Dosis nach 24 Stunden. Als interner Standard wurde 18S rRNA verwendet und die Transkription
von BDNF ins Verhiltnis zu 18S rRNA gesetzt. Die Angaben erfolgen in Prozent, die Kontrollen
wurden mit 100 % gleichgesetzt. Die statistische Auswertung wurde mit der Varianzanalyse nach
one-way ANOVA (Newman-Keuls Multiple Comparison Test, n=4-5 Versuchstiere pro Gruppe)
durchgefiihrt.
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Abbildung 3.12: Semiquantitative PCR zur Bestimmung von BDNF bei 20 mg/kg KG MDMA.
Untersucht wurde der retrospleniale Cortex nach einmaliger Injektion von 20 mg/kg KG MDMA am 7. Lebenstag der
Versuchstiere (P7). Nach zuvor definierten Uberlebenszeiten von 2, 6, 12, 24 und 48 Stunden wurden die Tiere getotet
und die Gehirne entsprechend aufgearbeitet. 18S rRNA wurde als interner Standard verwendet, zu dem die Werte von
BDNF ins Verhiltnis gesetzt wurden (Angaben erfolgen in %). Die Kontrolltiere erhielten Natriumchloridlésung 0,9
% und wurden mit 100 % gleichgesetzt. MDMA steigert die mRNA-Expression von BDNF signifikant gegeniiber den
Kontrollen nach 6, 12, 24 und 48 Stunden Uberlebenszeit, mit einem Maximum bei 24 Stunden. Nach 72 Stunden
ist keine signifikante Erhohung der Transkription von BDNF festzustellen. Die Varianzanalyse erfolgte mit one-way
ANOVA (Newman-Keuls Multiple Comparison Test, n=4-5 Versuchstiere pro Gruppe).

Schlussfolgernd ist festzustellen, dass MDMA eine vermehrte Transkription von BDNF in der
untersuchten Hirnregion des retrosplenialen Cortex im Gehirn der infantilen Ratte auf mRNA-
Ebene, nicht nur bei 60 mg/kg KG, sondern auch schon bei 20 mg/kg KG auslost.

Aus diesen Untersuchungen geht hervor, dass eine Zeitabhéngikeit, genauer gesagt eine Ab-
hingigkeit von der Uberlebenszeit nach der Injektion fiir die Regulation von BDNF besteht und
nach 24 Stunden ihr Maximum erreicht.

Dagegen kann die Frage der Dosisabhingigkeit aus den gewonnenen Ergebnissen nur einge-
schrinkt beantwortet werden. Denn insgesamt wurden nur zwei verschiedene Dosen untersucht
und bei einem Vergleich der Resultate bei 20 und 60 mg/kg KG MDMA eine nahezu identische
Expression fiir BDNF auf mRNA-Ebene festgestellt. Bei ausschlielicher Betrachtung dieser bei-

den Dosen kann geschlussfolgert werden, dass keine Dosisabhingigkeit fiir die Expression von

BDNF besteht (vgl. Abbildungen und [3.10).
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3.3.3 Genexpression von NT-3 und NGF

Fiir eine vergleichende Analyse sollten zunédchst noch zwei weitere Wachstumsfaktoren untersucht
werden, um der Frage nachzugehen, ob MDMA nur spezifisch die Transkription fiir BDNF ver-
dndert oder eventuell auch eine vermehrte Expression anderer Wachstumsfaktoren induziert. Die
Versuche wurden gleichermafien wie fiir BDNF durchgefiihrt. Der Abbildung [3.13]ist zu entneh-
men, dass sich der Anstieg der Expression von NT-3 dhnlich zu dem von BDNF verhilt. Eine
signifikante Zunahme der mRNA-Menge von N'T-3 gegeniiber den Kontrolltieren ist nach 6, 12,
24, 48 und 72 Stunden zu verzeichnen. Das Maximum liegt ebenso wie bei BDNF bei 24 Stun-

den. Fiir NGF konnte im Vergleich zu den Kontrollen zu keinem der untersuchten Zeitpunkte ein

signifikanter Anstieg festgestellt werden (vgl. Abbildung [3.14).
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Abbildung 3.13: Semiquantitative PCR zur Bestimmung von NT-3.

Untersucht wurde der retrospleniale Cortex nach einmaliger Injektion von 60 mg/kg KG MDMA am 7. Lebenstag der
Versuchstiere (P7). Nach zuvor definierten Uberlebenszeiten von 2, 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden wurden die Tiere ge-
totet und die Gehirne entsprechend aufgearbeitet. 18S rRNA wurde als interner Standard verwendet, zu dem die Werte
von NT-3 ins Verhiltnis gesetzt wurden (Angaben erfolgen in %). Die Kontrollen wurden mit 100 % gleichgesetzt.
MDMA steigert die mRNA-Expression von NT-3 signifikant gegeniiber den Kontrollen nach 6, 12, 24, 48 und 72
Stunden Uberlebenszeit, mit einem Maximum bei 24 Stunden. Nach 2 Stunden ist noch keine signifikante Erh6hung
der Transkription von NT-3 festzustellen. Die statistische Analyse erfolgte mit einer Varianzanalyse nach one-way
ANOVA (Newman-Keuls Multiple Comparison Test, n=5-9 Versuchstiere pro Gruppe).
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Abbildung 3.14: Semiquantitative PCR zur Bestimmung von NGF.
Untersucht wurde der retrospleniale Cortex nach einmaliger Injektion von 60 mg/kg KG MDMA am 7. Lebenstag der
Versuchstiere (P7). Nach zuvor definierten Uberlebenszeiten von 2, 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden wurden die Tiere ge-
totet und die Gehirne entsprechend aufgearbeitet. 18S rRNA wurde als interner Standard verwendet, zu dem die Werte
von NGF ins Verhiltnis gesetzt wurden (Angaben erfolgen in %). Die Kontrollen wurden mit 100 % gleichgesetzt.
MDMA beeinflusst die Transkription von NGF nicht. Die statistische Analyse erfolgte mit einer Varianzanalyse nach
one-way ANOVA (Newman-Keuls Multiple Comparison Test, n=5-9 Versuchstiere pro Gruppe).

Zusammenfassend ist an dieser Stelle zu erwihnen, dass die mRNA-Expression von BDNF und
NT-3 spezifischerweise durch MDMA beeinflusst werden. Bei beiden Neurotrophinen war ein si-
gnifikanter Anstieg der Transkriptionsraten festzustellen. Sowohl BDNF, also auch NT-3 erreichten
ein Maximum nach 24 Stunden. Dagegen war die Expression von NGF von MDMA unabhéngig.
Zu keinem der untersuchten Zeitpunkte gab es eine signifikante Verdnderung des Expressionsge-

haltes.
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3.3.4 Einfluss von MDMA auf die Regulation von BDNF auf Proteinebene

Um zu iiberpriifen, ob eine gesteigerte Transkription tatsdchlich auch in eine gesteigerte Menge des
exprimierten Proteins BDNF resultiert, wurde mittels dem Western Blot-Verfahren die Protein-
regulation fiir BDNF in Abhingigkeit von MDMA untersucht. Die Uberlebenszeiten nach einer
einmaligen Injektion von 60 mg/kg KG MDMA bei sieben Tage alten Ratten lagen bei 2, 6, 12
und 24 Stunden.

Im Western Blot zeigte sich eine signifikante Erhohung der Proteinregulation fiir BDNF bei 12
und 24 Stunden gegeniiber den Kontrolltieren, die Placebo erhielten (vgl. Abbildung [3.15). Das
Maximum der hier untersuchten Uberlebenszeiten lag bei 24 Stunden, wobei dies gleichzeitig die
lingste Dauer der untersuchten Uberlebenszeiten darstellte. Somit ist eine durch MDMA induzierte
Steigerung der Genexpression von BDNF nach 12 und 24 Stunden Uberlebenszeit ebenso auf

Proteinebene belegt.

Einfluss von MDMA auf die Proteinsy nthese von BDINF

800 - .
7007 160 mg/kg KGMDMA
@ oy
£ < 6004 T B Kontrollen
?j £ =004
E i 400 one-way ANCWVA:
11-3: 2004 =p=0,01
Fal % 200 -
C|_
[5¥s] 2

= 12 24
Uberlebenszeit nach Injektion von VDIVIA (h)

Abbildung 3.15: Proteinanalyse mittels Western Blot zur Bestimmung von BDNF.

Untersucht wurde der retrospleniale Cortex nach einmaliger Injektion von 60 mg/kg KG MDMA am 7. Lebenstag der
Versuchstiere (P7). Nach zuvor definierten Uberlebenszeiten von 2, 6, 12 und 24 Stunden wurden die Tiere getotet
und die Gehirne entsprechend aufgearbeitet. B-Aktin wurde als interner Standard verwendet, zu dem die Werte von
BDNF ins Verhiltnis gesetzt wurden (Angaben erfolgen in %). Die Kontrollen wurden mit 100 % gleichgesetzt.
MDMA steigert die Regulation des Proteins BDNF signifikant gegeniiber den Kontrollen nach 12 und 24 Stunden
Uberlebenszeit, mit einem Maximum bei 24 Stunden. Die statistische Auswertung erfolgte mit einer Varianzanalyse
nach one-way ANOVA (Newman-Keuls Multiple Comparison Test, n=5 Versuchstiere pro Gruppe).

Schlussfolgernd ist zum einen eine Erhéhung der Transkriptionsraten (vgl. Abbildung
durch MDMA-Injektionen mit Hilfe einer PCR nachgewiesen. Zum anderen spiegelt sich eben
dieser Anstieg in dhnlicher Weise auf der Ebene der Proteinexpression von BDNF im Western

Blot als tatsdchlich synthetisiertes Protein wider.
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3.4 Einfluss von BDNF auf die apoptotische Neurodegeneration

Um die Funktion von BDNF bei der Verabreichung von neurotoxischen Substanzen, wie MDMA
nidher zu beleuchten, wurden Versuche mit BDNF Knockout Mausen durchgefiihrt. Wenn die The-
se zutrifft, dass BDNF eine neuroprotektive Aufgabe zukommt, so miissten die Knockout Tiere
einen noch stirkeren Schaden an den Nervenzellen aufzeigen als der Wildtyp. Fiir diese Versuche
wurden sieben Tage alte CD1/BDNF +/- Knockout Miuse verwendet. Sie bekamen eine Dosis
von 60 mg/kg KG bzw. Natriumchloridlosung 0,9 % intraperitoneal appliziert. 24 Stunden nach
der Injektion wurden die Tiere getdtet, intrakardial wie unter beschrieben perfundiert und
die Hirnschnitte nach der TUNEL-Farbemethode (vgl. [2.1.5) immunhistochemisch geférbt. Die
Hirnschnitte wurden dann mittels der stereologischen Dissektionsmethode in verschiedenen Hirn-
regionen ausgezihlt und die numerische Dichte der degenerierten Zellen (Zellen/mm?) bestimmt.
Die Dichten der einzelnen Hirnregionen wurden zu einem Gesamtscore der Nervenzelldegenera-
tion addiert. Die Sdulen zeigen die Mittelwerte und SEM (Standardfehler) der Gesamtscores pro
Versuchsgruppe als Grad der Neurodegeneration an. Die statistische Analyse erfolgte mit dem Stu-
dent’s t-Test fiir unverbundene Stichproben. In den Gehirnen der BDNF Knockout Méuse zeigten
sich signifikant vermehrt degenerierte Zellen im Vergleich zu den Kontrollen des Wildtyps, obwohl
beide Gruppen die gleiche Dosis von 60 mg/kg KG MDMA erhalten haben (vgl. Abbildung|[3.16).
In Folge dessen ist bei einem verminderten Vorliegen von BDNF der Grad der Neurodegeneration
erhoht. Zusitzlich wird in diesem Versuch deutlich, dass auch die BDNF Knockout Tiere, denen
keine exogene Noxe, sondern nur physiologische Kochsalzldsung appliziert wurde, eine signifikant
vermehrte apoptotische Zelldegeneration aufweisen, im Vergleich zum Wildtyp. Bei einem weite-
ren Vergleich der beiden Gruppen der Knockout Méuse, wird deutlich, dass die Neurodegeneration
signifikant erhoht ist unter den Knockout Miusen, die MDMA erhielten, gegeniiber den Knockout
Miusen, die als Kontrollgruppe Kochsalzlosung erhielten. Folglich ist dieser vermehrte Schaden

eindeutig MDMA-abhingig und der neurotoxischen Wirkung von MDMA zuzuschreiben.
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Einfluss von BDNF auf die apoptotische Neurodegeneration
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Abbildung 3.16: Der Einfluss von BDNF auf die apoptotische Neurodegeneration.
Untersucht wurden verschiedene Hirnregionen von sieben Tage alten BDNF knockout Miusen nach der Applikation
von 60 mg/kg KG MDMA bzw. Natriumchloridlosung. Die TUNEL-geférbten Priparate wurden mittels der stereolo-
gischen Dissektionsmethode in verschiedenen Hirnregionen ausgezihlt und die numerische Dichte der degenerierten
Zellen (Zellen/mm?) bestimmt. Die Siulen geben die Summe der Dichten der Hirnregionen als Mittelwerte und SEM
(Standardfehler) pro Versuchsgruppe an. MDMA verstérkt in den Gehirnen der BDNF knockout Méuse die Degene-
ration der Nervenzellen im Vergleich zu den Kontrollen des Wildtyps nahezu um das Dreifache.



4 Diskussion

Ein Risikofaktor fiir motorische und kognitive Funktionsstorungen wihrend der frithkindlichen
Entwicklung konnte ein Drogenkonsum von MDMA (3,4 Methylendioxymethamphetamin, Ecsta-
sy) der Mutter wihrend der Schwangerschaft sein. In der Vergangenheit konnte bereits gezeigt
werden, dass Amphetamine, zu denen MDMA gehort, zum einen das Risiko fiir eine Frithgeburt
erhohen [69, 56], zum anderen existieren Nachweise im Tierversuch, dass MDMA eine degenera-
tive Wirkung auf Neuronen im sich entwickelnden Gehirn hat [[77]], die auch beim Menschen eine
Neurotoxizitdt auf das unreife Gehirn vermuten lassen.

Ungeachtet der Tatsache, dass Ecstasy unter Verdacht steht, das Risiko fiir angeborene Fehl-
bildungen ebenfalls zu erhohen [33], wurde im Rahmen dieser Dissertation ausschliesslich die
prianatale Wirkung von Ecstasy (MDMA) auf das Gehirn des ungeborenen Kindes studiert. Als
Tiermodell dienten Han Wistar Ratten im Alter von 3 bis 21 Tagen. Dieser Lebensabschnitt in dem
die Phase des rapiden Hirnwachstums stattfindet, umfasst bei Ratten die ersten drei Lebenswochen
mit maximaler Wachstumsgeschwindigkeit am siebten Lebenstag und ist vergleichbar beim Men-
schen mit dem Zeitraum vom dritten Trimenon der Schwangerschaft bis zum Beginn des dritten
Lebensjahres [30]. Aus diesem Grund eignet sich die Ratte besonders als Tiermodell, um diese

Fragestellung zu beantworten.

4.1 Neurodegeneration durch MDMA im unreifen Rattengehirn

In der vorliegenden Dissertationsarbeit konnte gezeigt werden, dass MDMA wéhrend der Entwick-
lung des neonatalen Rattengehirnes eine neurodegenerative Wirkung entfaltet. Mit der DeOlmos
Kupfer-Silberfirbung wurden degenerierte neuronale Zellen im ZNS detektiert. Im Speziellen sind
Silberfarbungen sensible Indikatoren fiir einen Schaden der durch neurotoxische Substanzen ver-
ursacht wurde [7]. Die Schwellendosis von MDMA, bei der eine signifikante Neurodegeneration
im jungen Rattengehirn ausgeldst wurde, lag bei 60 mg/kg KG (Korpergewicht) bei einer Uberle-
benszeit von 24 Stunden.

Aus den histologischen Untersuchungen dieser Arbeit wurde deutlich, dass eine dreimalige Injekti-
on von 20 mg/kg KG MDMA aller 8 Stunden eine ebenso hohe Nervenzelldegeneration verursacht
wie die einmalige Injektion von 60 mg/kg KG (vgl. Abbildung[3.7). Damit ist zumindest eine ad-
ditive neurotoxische Wirkung fir MDMA bestitigt. Dariiber hinaus war eine minimal stéirkere
toxische Wirkung von MDMA bei einer dreimaligen Injektion von 20 mg/kg KG festzustellen
(vgl. Abbildung [3.7). Da bei dieser Untersuchung aber eine relativ hohe Streuung vorlag konnte

59
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keine Signifikanz erhoben werden. Nichtsdestoweniger konnte hier ein Trend beobachtet werden,
so dass eine Potenzierung der Neurotoxizitidt durch hiufigen Gebrauch der Droge in kurzen Ab-
standen gut vorstellbar wurde. Eine Potenzierung der Neurotoxizitit wire auch von dem Aspekt
her denkbar, als dass MDMA zu einer Hemmung seines eigenen Metabolismus und somit zu einer
Akkumulation bei multiplem Konsum fiihrt [24]. Um diesen Sachverhalt genauer zu beleuchten
konnten zukiinftige Versuchsreihen mit einer groBBeren Fallzahl aufschlussreich sein, um die grof3e
Streuung, die bei diesem Versuch problematisch fiir die Auswertung war, gering zu halten. Der
Grad der Apoptose ist laut Capela et al. abhédngig von der verwendeten Dosis [18]. Die Ergebnisse
der vorliegenden Dissertation stimmen insofern damit iiberein, als das auch hier eine Dosisabhin-
gigkeit beobachtet werden konnte (vgl. Abbildung [3.7). Wihrend in dieser Studie bei 20 und 40
mg/kg KG keine signifikante Neurodegeneration zu ermitteln war, kam es sowohl bei 60 mg/kg
KG, als auch bei einer dreimaligen Injektion von 20 mg/kg KG aller 8 Stunden zu einer signifi-

kanten Nervenzelldegeneration bei 7 Tage alten Ratten.

In einer mit dem histologischen Teil dieser Arbeit vergleichbaren Studie von Jensen et al. 1993
wurde ebenfalls die DeOlmos Kupfer-Silberfarbung verwendet, um Regionen im adulten Ratten-
gehirn zu beschreiben, die durch MDMA geschiddigt wurden. MDMA verursachte dabei einen
dosisabhingigen Anstieg an silberpositiven Zellen in verschiedenen Hirnregionen. Die meisten ge-
farbten Zellen wurden von den Autoren assoziiert mit degenerierten Axonendigungen, aber auch
Zellkorper wurden durch die Silberfarbung dargestellt [52]. Diese Ergebnisse, verdeutlichen, dass
der durch MDMA in der Silberfirbung sichtbare Anstieg an degenerierten Axonen, nicht die Neu-

rotoxizitét auf serotonerge Axone reflektiert.

Welcher Zusammenhang besteht zwischen der durch MDMA verursachten Schidigung der se-
rotonergen Axone und dem in dieser Arbeit festgestellten neurodegenerativen Prozess? In der Li-
teratur existieren unzihlige Studien iiber die schddliche Wirkung von MDMA auf die serotonergen
Axonendigungen bei Nagern und Affen [59,92]. Diese sind allerdings beschrinkt auf adulte Tiere.
Bei neonatalen Ratten ist eine anhaltende Serotoninspiegelsenkung, die bei adulten Tieren mittler-
weile unumstritten ist, fraglich. Die Ergebnisse von Tierstudien zu diesem Aspekt sind zum Teil
kontrovers. In einigen Studien wird das Ausmal} der Verringerung an Serotonin um ein Vielfaches
kleiner beschrieben als bei adulten Ratten [12]. Andere Autoren berichten sogar von keiner persis-
tierenden Serotoninspiegelsenkung bei neonatalen Ratten [11} 2]. Trotzdem ist die Neurotoxizitit
im Bereich des groBten Hirnwachstums um den siebten Lebenstag laut den erzielten Ergebnissen
aus dieser Arbeit (vgl. am ausgeprigtesten. Demzufolge ist nicht die anhaltende Seroton-
inspiegelsenkung oder die Schidigung an den serotonergen Nervenendigungen fiir den erhdhten
Apoptosescore im neonatalen Gehirn verantwortlich. Vielmehr erhebt sich dadurch die Frage, wel-
che anderen Mechanismen, wenn nicht die Schiddigung an serotonergen Nervenendigungen durch
die Exposition mit MDMA zu kognitiven Defiziten und Nervenzelluntergéngen fiihrt. Es existieren
bedauernswerterweise nur wenige Studien, welche die Neurotoxizitdt von MDMA auf das neona-
tale Gehirn der Ratte untersucht haben. In einer Arbeit von Broening et al. wurden bei 11 bis

20 Tage alten neonatalen Ratten dosisabhidngige Verschlechterungen der Lernerfolge und der Ge-
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dédchtnisleistungen nach MDMA Applikation beobachtet. Diese stiinden, so die Autoren nicht im
Zusammenhang mit den Verdnderungen der Mengen, die an Serotonin, Dopamin und Noradrena-
lin nach MDMA-Gabe gemessen wurden [[12]. Diese Studie verstdrkt somit auch den Verdacht,
dass ein anderer Mechanismus als die Schidigung an serotonergen Neuronen den Zelluntergang
und auch die Verschlechterungen in den Lern- und Gedéchtnisleistungen verursachen muss. Der
neurodegenerative Schaden, der gleichzusetzen ist mit der Toxizitit von MDMA ist demnach laut
den aus dieser Arbeit gewonnenen Ergebnissen abhingig von der Dosis, der Uberlebenszeit und
dem Alter der Tiere. AuBerdem ist der Grad der Neurodegeneration abhéngig von der untersuch-
ten Hirnregion der neonatalen Ratte, worauf im folgenden Abschnitt im Speziellen eingegangen
wird. Die Ergebnisse in einer Arbeit von Capela et al. stimmen mit denen dieser Arbeit iiberein.
Sie beschreiben eine Dosis- und Zeitabhingigkeit der Toxizitdt von MDMA. Zusitzlich betonen
die Autoren eine Temperaturabhéngikeit der Neurotoxizitit von MDMA [[18]], die in der vorliegen-
den Dissertation nicht untersucht wurde, aber dennoch aufgrund des relevanten Einflusses auf die
Neurodegeneration durch MDMA in Abschnitt [4.1.4] erortert werden soll.

4.1.1 Betroffene Hirnregionen der neurotoxischen Wirkung von MDMA

In dieser Arbeit konnte festgestellt werden, auf welche Hirnregionen MDMA bei sieben Tage al-
ten Ratten eine signifikant neurodegenerative Wirkung ausiibt. Signifikante Nervenzelluntergénge
wurden mit der Silberfarbung im Kortex frontalis, Kortex parietalis, Kortex cinguli, Septum, Tha-
lamus ventralis, Hypothalamus ventromedialis und der CA1-Region des Hippocampus gefunden
(vgl. Tabelle[3.T)). In der Fluoro-Jade B und TUNEL-Firbung zeigte sich ein dhnliches Verteilungs-
muster an neuronaler Degeneration in den dquivalenten Hirnregionen.

Schmued et al. zeigten in einer Studie von 2003 dhnliche Ergebnisse mit einer Fluoro-Jade B
Féarbung nach einer einmaligen Injektion von MDMA mit einer Dosis von 20 und 40 mg/kg KG.
Ubereinstimmend wurden ebenfalls im parietalen Cortex, im ventromedialen und ventrolateralen
Thalamus vermehrte Neurodegenerationen festgestellt, zusitzlich auch in anderen speziell von die-
ser Arbeitsgruppe untersuchten Regionen des Rattengehirns. Zum Beispiel als besonders auffillig
beschrieben wird eine mit verstirktem neurodegenerativem Zelluntergang reagierende, als Tenia
tecta bezeichnete Hirnregion [101]], die auch wihrend der Untersuchungen zu dieser Dissertation
unter dem Mikroskop durch einen vermehrten Zelluntergang auffiel. Allerdings wurde diese Hirn-
region nicht mit der quantitativen Dissektionsmethode analysiert, sondern war ein rein objektiv
mikroskopisch beobachteter Befund (vgl. Abbildung [3.2)).
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4.1.2 Gesteigerte Vulnerabilitat des unreifen Gehirns fiir externe Noxen

In den letzten Jahren wurden mehr und mehr Arzneimittel und Drogen als Ausloser des program-
mierten Zelltodes im sich entwickelnden Gehirn entdeckt und untersucht. So wurde beschrieben,
dass Wirkstoffe, wie Sedativa [48], Anisthetika [53], Antikonvulsiva [[8]], die in neonatalen In-
tensivstationen eingesetzt werden und die physiologische Aktivitit von Synapsen im Zentralen
Nervensystem verdndern, massive apoptotische Neurodegenerationen im infantilen Ratten- und
Miusegehirn auslosen konnen. Auch Alkohol, wihrend der Schwangerschaft und/oder Stillzeit
konsumiert, hat diese Verdnderungen auf das sich entwickelnde Gehirn zur Folge [47]. Dieser neu-
rotoxische Effekt anhand von verschiedenen Substanzen bei Nagern studiert, ist streng limitiert
auf einen Entwicklungsabschnitt, der als Periode des rapiden Hirnwachstums (vgl. Abschnitt [I.2))
bezeichnet wird. Beim Menschen beginnt dieser Zeitraum prédnatal ab der 23. SSW, hat seinen
Hohepunkt zum Zeitpunkt der Geburt und dauert ungefihr bis zum Beginn des dritten Lebensjah-
res [30]. Die Neurotoxizitdit von MDMA bei der neonatalen Ratte ist ebenso altersabhéingig und
fillt in den Zeitraum der stirksten Hirnwachstumsphase. Die hochste Vulnerabilitit gegeniiber der
neurotoxischen Wirkung von MDMA fillt mit der Phase des rapiden Hirnwachstums zusammen,
wobei das Maximum der Wachstumsgeschwindigkeit am siebten Lebenstag der Ratte beobachtet
wird [30]. In der vorliegenden Arbeit war das Gehirn der sieben Tage alten Ratte ebenfalls am
meisten vulnerabel und es fand sich quantitativ der grofite Schaden im Gehirn im Vergleich zur
Kontrollgruppe (vgl. Abschnitt [3.1.1). Diese altersabhidngige Empfindlichkeit des Rattengehirnes
gegeniiber Noxen steht im Einklang mit zahlreichen Studien. Welche genauen Mechanismen der
gesteigerten Sensitivitdt des unreifen Gehirns gegen schidigende Einfliisse zugrunde liegen, sind
bisher weitgehend unbekannt. Es wird davon ausgegangen, dass entwicklungsbedingte Verdnde-
rungen im NMDA-Rezeptorsystem eine Rolle spielen [48]. Das Tiergehirn hat eine gesteigerte
Empfindlichkeit in der ersten Lebenswoche, was mit einer hypersensitiven Phase mit maximaler
Vulnerabilitidt am siebten postnatalen Tag fiir NMDA iibereinstimmt [49]. Neuere Studien zeigen,
dass durch MDMA eine Hochregulation der Gentranskriptionslevel der Glutamatrezeptorunter-
einheiten von NMDA (NRI, NR2A und NR2B) im Kortex und Hypothalamus bei adulten Ratten
stattfindet [58]]. Ein Grund fiir die erhohte Vulnerabilitidt des sich entwickelnden Gehirns gegen-
tiber MDMA konnte ein unreifes Antioxidationssystem sein. Durch MDMA entstehen vermehrt
freie Radikale und neonatale Tiere sind nicht in der Lage Antixidationssysteme, wie Superoxid-
dismutase, Katalase oder Glutathionperoxidase addquat hochzuregulieren [20, [18]. Die moglichen
Mechanismen, die zu einer gesteigerten Neurodegeneration durch MDMA fiihren, seien im fol-

genden Abschnitt gegeniiber gestellt.

4.1.3 Mechanismen der Neurodegeneration induziert durch MDMA

Eine der zentralen Fragen in der Forschung mit MDMA ist, welche Mechanismen zum Zell-
untergang im Gehirn fithren. Die Annahme, dass Apoptose ein vorherrschendes Phinomen in

diesem Sachverhalt ist, scheint mittlerweile unangefochten. Erstmals wurde die Aktivierung der
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apoptotischen Kaskade durch MDMA in vivo im unreifen Gehirn der neonatalen Ratte von Mey-
er et al. 2004 nachgewiesen [7/7]. Zuvor gab es auch schon eine Arbeit von 1999, die zeigen
konnte, dass der apoptotische Signalweg in vitro zumindest beteiligt ist an einer Amphetamin-
induzierten Neurotoxizitit [109]. Auch in einer anderen Studie von Capela et al. wurde der Ur-
sprung der Neurodegeneration durch Untersuchungen mit dem Phasenkontrastmikroskop und einer
Ethidiumbromid/Akridin-Orange Firbung zu einem iiberwiegenden Teil der Apoptose zugeschrie-
ben. Im Phasenkontrastmikroskop konnten die typischen morphologischen Kennzeichen der Apop-
tose gesehen werden und bestitigten den apoptotischen Ursprung der Neurodegeneration. MDMA
induzierte eine DNA-Fragmentation in neuronalen Zellkulturen, was ein typisches Zeichen fiir den

programmierten Zelltod ist [18].

In der vorliegenden Arbeit zeigten die nach TUNEL geférbten Hirnschnitte im Vergleich zu den
nach DeOlmos geféarbten Prdparaten ein dhnliches Verteilungsmuster degenerierter Zellen in den
dquivalenten Hirnregionen (vgl. Abbildung[3.4). Die geschiddigten Zellen waren unter der Farbung
TUNEL-positiv. Dies beweist, dass nukleosomale DNA-Fragmentierung in den betroffenen dege-
nerierten Neuronen stattfand. Diese DNA-Fragmentierung ist eines der Kennzeichen des program-
mierten Zelltodes [39]. Andere Mechanismen wie exzitotoxische Neurodegeneration scheinen laut
Capela et al. eine untergeordnete Rolle zu spielen, d.h. nur ein geringer Teil des neuronalen Zell-
unterganges scheint auf einen exzitotoxischen (nekrotischen) Zelltod zuriickzugehen, wobei unklar
bleibt, welche weiteren Mechanismen zusitzlich zum Zelluntergang fithren konnen. Der Grad der
Apoptose ist, so Capela et al. abhdngig von der Dosis und der Korpertemperatur der Versuchstiere
[18]].

Die in dieser Dissertation gewonnenen Ergebnisse, insbesondere der Nachweis des Zellunter-
ganges in den nach TUNEL und Fluoro-Jade gefarbten Gehirnen, bestédtigen weiterhin den Fokus
auf die Neurodegeneration durch Apoptose zu legen. Molekularbiologische Studien konnten in
der Vergangenheit einen Nachweis fiir eine erhohte Aktivierung von Caspase 3 nach MDMA Ap-
plikation erbringen [54], Caspase 3 ist eine der letzten Effektorcaspasen in der Kaskade des pro-
grammierten Zelltodes. Die Versuchsreihe von Jiménez et al. spricht ebenso fiir eine Aktivierung
der apototischen Kaskade durch MDMA, der eine mitochondriale Dysfunktion mit nachfolgen-
der Freisetzung von Cytochrom C zugrunde liegen soll [54]]. Es existieren mehrere Mechanismen,
die fiir die Toxizitit von MDMA verantwortlich gemacht werden konnen. Dazu gehort auch, wie
zuvor erwihnt, die Produktion von freien Radikalen durch MDMA, die einen oxidativen Zellscha-
den verursachen, mit einer Stérung des mitochondrialen Membranpotentials einhergehen, das zu
einer Freisetzung von Cytochrom C, der Aktivierung der Caspase-Kaskade und somit zur Akti-
vierung des intrazelluldren Todesprogrammes fiihrt [S4]. Als Ursachen fiir die Neurotoxizitit von
MDMA sind demzufolge unter anderem auch oxidativer Stress, Exzitotoxizitit, Hyperthermie und

mitochondriale Dysfunktion anzusehen [90)].
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4.1.4 Einfluss der Kérpertemperatur auf die Neurodegeneration

In einer Studie von Broening et al. zur Evaluation der Bedeutung der Korpertemperatur im Zusam-
menhang mit einem Konsum von MDMA wurde beschrieben, dass bei adulten Ratten in Abhin-
gigkeit von der Umgebungstemperatur eine eindeutige Korpertemperaturveranderung festzustellen
ist. Bei einer kithlen Umgebungstemperatur von 10°C reagiere der Korper mit einer Temperaturer-
niedrigung, bei einer warmen Umgebungstemperatur von mindestens 25°C mit einer Erwdrmung
der Korperkerntemperatur. Gekoppelt mit einer Korpertemperaturerwdarmung bei einer warmen
Umgebungstemperatur sei ein anhaltender Verlust an Serotonin und eine Verminderung der Wie-
deraufnahme von Serotonin in die prisynaptische Membran im frontalen Kortex [11]. Einige Ver-
suche zeigen, dass die Neurodegeneration bei externer Temperaturerwdarmung von adulten Ratten
noch gesteigert werden kann [[18]]. Schlussfolgernd ist der Konsum fiir junge Menschen auf diver-
sen Rave-Partys, wo es durch die Menge und ausdauerndes Tanzen zu einer erhohten Temperatur
kommt, besonders in Kombination mit wenig Fliissigkeitsaufnahme geféhrlich in Bezug auf eine
Schidigung an serotonergen Axonen.

Demgegeniiber kommt es nach Applikation von MDMA bei neonatalen Tieren nicht zu einer
solchen Erhohung der Korpertemperatur unabhédngig von der Umgebungstemperatur [11]. Die
fehlende Temperaturzunahme bei neonatalen Ratten im Vergleich zu den adulten Tieren konnte
mit der Unreife des Gehirns und des Temperaturregulationsmechanismusses zusammenhéngen.
Daraus resultiert die Vermutung, dass sich die fehlende Korpererwdrmung bei neonatalen Tieren
giinstig, sozusagen antidegenerativ auf den neuronalen Untergang von Zellen auswirkt [[11]. Inter-
essant wire zu iiberpriifen, inwiefern sich die Neurotoxizitdit von MDMA bei neonatalen Tieren
bei externer Zufiihrung von Wirme ebenfalls verstérkt. In zukiinftigen Studien konnten die Jung-
tiere nach der Applikation von MDMA in einer wirmeren Umgebungstemperatur von iiber 25 °C
fiir einige Stunden zusammen mit der Mutter gehalten werden, um diesen Sachverhalt genauer zu

untersuchen.

4.2 MDMA beeinflusst die Genexpression von

Nervenwachstumsfaktoren

Es besteht ein enger Zusammenhang zwischen der Wirkung von externen Noxen und der Men-
ge an daraufthin exprimierten Wachstumsfaktoren. Ergebnisse von Tierstudien iiber die Neurotro-
phinexpression unter externen Schddigungsmechanismen im unreifen Gehirn sind zwar zum Teil
kontrovers und abhédngig von der Schiadigungsart, der untersuchten Hirnregion und von dem ex-
perimentellen Tiermodell. Beispielsweise aber wurde bei durch Pilocarpin induzierten Krampfan-
fallen und traumatischen Verletzungen des sich entwickelnden Gehirns eine Hochregulation der
Neurotrophine beobachtet [61, 35]], wohingegen Ethanol und Antiepileptika zu einer verminderten
Expression der Neurotrophine fiihrten [[8, [19]. Fir MDMA verhiilt es sich folgendermafen: Die
Ergebnisse aus Abschnitt[3.3|liefern den Beweis, dass MDMA BDNF und NT-3 im retrosplenialen
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Cortex der neonatalen Ratte hochreguliert. Erstmals wurde in dieser Arbeit eine Zeitabhingigkeit
fiir die Hochregulation von BDNF durch MDMA nachgewiesen, mit einem Maximum der Expres-
sion von mRNA nach 24 Stunden (vgl. Abbildung [3.10). Dieser Nachweis konnte fiir NGF nicht
erbracht werden, die Transkription war auf einem gleichbleibenden Level zu allen untersuchten
Uberlebenszeiten von 2, 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden geblieben (vgl. Abbildung .

Die Ergebnisse anderer Arbeiten beziiglich der Wirkung von MDMA auf die Regulation der
Neurotrophine beschreiben ebenso eine Hochregulation der Wachstumsfaktoren [60, (73] im fron-
talen Kortex. Koprich et al. untersuchten gleichfalls neonatale Versuchstiere. Die Ergebnisse erga-
ben erhohte Transkriptionsraten fiir BDNF im frontalen Kortex nach mehrmaligen Injektionen von
20 mg/kg KG MDMA [60]. Erhohte BDNF-Werte im retrosplenialen Kortex konnten in der vorlie-
genden Arbeit nach einmaligen Injektionen von 20 und 60 mg/kg KG durch eine semiquantitative
PCR bestitigt werden. Interessanterweise wurde mit dieser Arbeit gezeigt, dass nicht nur die Tran-
skriptionsraten fiir BDNF und NT-3 erhoht sind, sondern es konnte gleichzeitig ein Beleg fiir ein
simultanes Verhalten auf Proteinebene (Expressionslevel) erbracht werden, d.h. dass BDNF tat-
sdchlich vermehrt synthetisiert wird (vgl. Abbildung [3.15)). In einer Studie von Martinez-Turillas
wurde die Menge an mRNA fiir BDNF simultan in zwei verschiedenen Hirnregionen bestimmt.
Wihrend im frontalen Cortex (wie bei den Ergebnissen dieser Arbeit) eine Erhohung der BDNF
mRNA-Expression um 33-70 % zu verzeichnen war, berichten die Autoren iiber eine erniedrig-
te Rate der Transkription von BDNF im Hippocampus. Dieser Umstand wird auf die Entleerung
der Serotoninspeicher und den Mangel an Serotonin zuriickgefiihrt, der im frontalen Kortex, aber
nicht im Hippocampus nachweisbar ist [73l]. Eine andere Arbeit von Salzmann et al. zeigt eben-
so, dass eine einzige Injektion von MDMA zu Verdnderungen auf der Ebene der Transkription
im Striatum der Maus fiihrt. Eine Kaskade fiihrt tiber die Hochregulation von ERK (extracellular
signal-related kinases, extrallzellulér signalregulierte Kinasen), welche zum einen eine Rolle in der
apoptotischen Kaskade spielen, zum anderen in Verbindung gebracht werden mit der Entwicklung
von Suchtverhalten gegeniiber MDMA [98]]. MDMA verursacht folglich multiple Verdnderungen
auf der Ebene der Transkription durch eine einzige Injektion. Das Ausmal der Veridnderungen ist

noch nicht vollends abzusehen und zu verstehen.

Die durch MDMA induzierte Hochregulation der Expression von BDNF und NT-3, welche die
Aussprossung und Wegleitung von Axonen beeinflussen, legt die Vermutung nahe, dass sich da-
hinter ein moglicher neuroprotektiver Mechanismus verbirgt. Es bleibt aber zu hinterfragen, ob die
erzielten Ergebnisse in Bezug auf die Hochregulation von BDNF auf die neurochemische Wirkung
von MDMA oder auf die hungerunterdriickende Wirkung und verminderte Nahrungsaufnahme der
Tiere zuriickzufiihren ist. Erwahnenswert an dieser Stelle ist, dass sich in einer fritheren Arbeit von
Duan et al. erhohte BDNF-Werte im zerebralen Kortex, im Hippocampus und im Cerebellum allein
aufgrund einer streng reduzierten didtdtischen Erndhrung von adulten Ratten zeigten. Wiederum
wirkt sich dieser durch Nahrungsrestriktion entstandene BDNF-Anstieg protektiv auf Neuronen
gegen exzitotoxische Nervenzellschdden aus [31]]. Da wir von einem hauptséichlich apoptotischen

Ursprung der erhohten Neurodegeneration nach MDMA ausgehen, kann hier eine nahrungsunab-
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hingige Hochregulation von BDNF vermutet werden. Dieser Zusammenhang sollte in zukiinftigen
Untersuchungen mit Hilfe von PCR und Western Blot nach strenger Nahrungsrestriktion speziell

bei neonatalen Ratten weiter untersucht werden.

4.2.1 Neuroprotektion durch BDNF

Uberlebensfaktoren haben neuromodulatorische Funktionen, d.h. sie kénnen sowohl proapopto-
tisch als auch antiapoptotisch auf die Nervenzelle einwirken (vgl. Abschnitt [I.4)) [65]. In unserem
Modell scheint eine antiapoptotische bzw. neuroprotektive Wirkung von BDNF zu iiberwiegen.
Dafiir geben die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente mit BDNF Knockout Méusen ent-
scheidende Beweise (vgl. Abbildung [3.16). Der Grad der Neurodegeneration ist bei den Méusen
die BDNF nicht oder weniger exprimieren konnen signifikant erhoht gegeniiber den Kontrolltieren.
Das BDNF tatsichlich neuroprotektiv auf serotonerge Axone wirkt, darauf gibt folgende Studie
von Mamounas et al. an adulten Ratten interessante Hinweise. BDNF-Infusionen in den fronto-
parietalen Kortex hatten eine signifikante protektive Wirkung auf serotonerge Axone, die norma-
lerweise durch das serotonerge Neurotoxin PCA (p-Chloroamphetamin), welches wie MDMA ein
Amphetaminderivat darstellt, geschiddigt werden [71]. Der neurotoxische Verlust an serotonergen
Axonen durch PCA konnte in der zuvor erwihnten Studie mit Hilfe von BDNF-Infusionen voll-
standig verhindert werden. In der gleichen Arbeit fiihrten allein BDNF-Infusionen ohne die Zuga-
be des Neurotoxins PCA in den Neokortex, bei ansonsten unbehandelten Ratten zu einem Anstieg
der Serotonin-Axondichte in einem Umkreis der Kaniile von 3mm. Demnach unterstiitzt BDNF
das Sprieen von reifen unverletzten serotonergen Axonen und steigert in groBem Umfang das
Uberleben von durch PCA geschiidigten Axonen [71]]. Da das Amphetaminderivat MDMA eben-
falls serotonerge Axone schidigt, ist ein dhnliches Verhalten fiir MDMA-geschédigte serotonerge
Axone anzunehmen.

Wihrend ein Anstieg von BDNF bisher generell mit neuronalen Reparaturmechanismen und
Neuroprotektion in Verbindung gebracht wurde, geben neuere Studien auch gegensitzliche Hin-
weise. BDNF kann gleichfalls zur Ausschiittung des Exzitotoxins Glutamat fiithren, stirker sogar
in unreifen als in reifen Astrozyten. Diese Glutamatfreisetzung bewirkt eher eine Verstiarkung der
Neurotoxizitit, als diese zu verhindern [83]]. In einer anderen Studie von Quinton et al. behaupten
die Autoren, dass eine wiederholte Injektion von MDMA nicht zu einer erhohten Glutamatfrei-
setzung fithren wiirde [90]]. Der Aspekt der Glutamatfreisetzung durch MDMA, der ebenfalls fiir
einen nekrotischen Zelltod sprechen wiirde scheint demnach umstritten und nicht ausreichend stu-

diert.

4.3 Auswirkungen von MDMA auf das Korpergewicht

Eine Vielzahl von Studien haben die Gewichtsreduktion bzw. die geringere Gewichtszunahme bei

neonatalen Ratten unter einer Verabreichung von MDMA gezeigt [60, [12]]. Die Ergebnisse aus



4.4. Ubertragbarkeit des Tiermodells auf den Menschen 67

dieser Arbeit bestitigen diese Wirkung von MDMA auf das Gewicht (vgl. Abschnitt [3.2). Das
Gewicht nahm bei allen Versuchstieren, die sieben Tage oder élter waren nach Applikation von
MDMA innerhalb von 24 Stunden ab. Bei den drei Tage alten, mit MDMA behandelten Ratten
resultierte wenn auch keine Gewichtsabnahme, so doch eine geringere Gewichtszunahme inner-
halb von 24 Stunden als bei den Kontrolltieren. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass bei
Neugeborenen, deren Miitter Ecstasy wihrend der Schwangerschaft konsumieren, eine Wachs-

tumsretardierung auffillig werden konnte [86]].

4.4 Ubertragbarkeit des Tiermodells auf den Menschen

Das hier verwendete Tiermodell der neonatalen Ratte umfasst die rapide Hirnwachstumsphase
vom Zeitpunkt der Geburt bis zum Ende der dritten Lebenswoche der Ratte [30]. Wie zuvor schon
erwihnt ist dieses Modell auf den Menschen im dritten Trimenon der Schwangerschaft bis zum 3.
Lebensjahr zu iibertragen, in der der Mensch die Phase des schnellsten Hirnwachstums vollzieht
(vgl. [1.2). Trotzdem bleiben bei einem Tiermodell immer Fragen offen. Diese seien hier kurz

erwahnt und diskutiert.

Als Dosis wurde in diesem Modell eine vielfach Hohere gewihlt, als bei einem Menschen iibli-
cherweise eingenommen werden wiirde, um die erwiinschten Wirkungen zu erzielen. Als Standard-
dosis wurde in dieser Arbeit 60 mg/kg KG angenommen, da ab dieser Dosis in den histologischen
Farbungen ein signifikanter neurotoxischer Effekt auf die Nervenzellen nachweisbar war. Die Do-
sis, die beim Menschen ausreichend ist, um die erwiinschten psychostimulatorischen Wirkungen
zu erhalten, liegt ungefihr bei 2 mg/kg KG [101} 94]].

Es bleibt zu klidren inwiefern die hohere Dosis bei Ratten mit einem erhohtem Stoffwechsel zu
deuten ist, den Ratten im Vergleich zum Menschen haben. Anzunehmen wire, ein schnellerer Ab-
bau von MDMA durch einen vielfach schnelleren Metabolismus, der den Abbau von MDMA im
Organismus der Ratte im Vergleich zum Menschen beschleunigt. Auch ist die Frage der Korper-
temperatur an dieser Stelle sehr interessant, die bei Ratten deutlich niedriger liegt als beim Men-
schen und daher eventuell eine hohere Dosis bei Ratten erforderlich macht. Vorstellbar wire eine
deutlich stiarkere Wirkung durch die hohere Korpertemperatur beim Menschen. Grund zu dieser
Annahme geben Studien im Tierexperiment, bei denen durch externe Korpertemperaturerhohung
der neurodegenerative Schaden deutlich hoher war [18]. Erwiesenermallen reagieren Affen viel
sensibler auf die neurotoxischen Effekte von MDMA als Ratten [92]. Dies ldsst vermuten, dass
beim Menschen ebenso eine viel geringere Dosis als bei Ratten ausreicht, um zur exzessiven Aus-
schiittung von Serotonin und zur Degeneration von Nervenzellen zu fithren. Vermutlicherweise
existieren zusitzlich andere Zusammenhénge, die bisher nicht bekannt oder nicht ausreichend un-
tersucht sind. Baumann et al. behaupten dariiberhinaus, dass MDMA in dquivalenten Dosen beim
Menschen, wie bei der Ratte neurochemische, endokrine und Verhaltensverinderungen verursacht.

Von daher sei eine Anpassung der Dosen zwischen den verschiedenen Spezies unnotig [[7]].



68 KAPITEL 4. DISKUSSION

4.5 Bezug zur Klinik und Schlussfolgerungen

Da ein Konsum von MDMA wihrend der Schwangerschaft von auen meist unbemerkt bleibt und
Befragungen der Miitter durch moralische Bedenken kaum reelle Zahlen wiedergeben wiirden,
bleibt die klinische Forschung auf wenige Studien mit kleinen Fallzahlen beschrénkt [27].

Im Tierversuch konnte zum einen eine degenerative Wirkung von MDMA auf Neuronen im sich
entwickelnden Gehirn nachgewiesen werden, die auch beim Menschen eine Neurotoxizitit auf das
unreife Gehirn wahrscheinlich macht [77]. Zum anderen steht die Droge unter Verdacht das Risiko
fiir die Frithgeburtlichkeit zu erhohen [S6, 169]. Bei der Alkoholembryopathie ist dem Neugebore-
nen nach der Geburt durch die typischen phianotypischen Merkmale der Alkoholkonsum der Miitter
wihrend der Schwangerschaft anzusehen [83]]. Bei Ecstasy (MDMA) sind die Veridnderungen viel
differenzierter und schwer zu diagnostizieren. Daher herrscht vermutlich eine hohe Dunkelziffer
an Neugeborenen die unter einer Frithgeburt und/oder den Folgen des Amphetaminkonsums wih-
rend der pranatalen Entwicklung leiden. Eine Wachstumsretardierung und Schidigung des sich
entwickelnden Gehirns, vor allem bei vermehrtem Ecstasy-Abusus schwangerer Frauen kann fata-
le Folgen fiir die gesamte Entwicklung des ungeborenen Kindes haben. Zu denken sind Frithgeburt
und die damit verbundenen Risiken: motorische, sowie kognitive Unterentwicklung gegeniiber Al-
tersgenossen, Wachstumsretardierung und Fehlbildungen lebenswichtiger Organe [69, 133, [86].

Eine Einnahme von MDMA (Ecstasy) wihrend einer bekannten Schwangerschaft ist im Hin-
blick auf die Entwicklung des Gehirns in seiner vulnerablen Phase, das bedeutet besonders im
letzten Trimenon der Schwangerschaft anhand der hier erzielten Ergebnisse unverantwortlich. Es
bleibt zu wiinschen iibrig, dass iiber die Risiken jeglicher Art von Drogenkonsum wéhrend der
Schwangerschaft in Zukunft eine ausreichende Aufkldrung sowohl im medizinischen, als auch im
offentlichen Bereich stattfindet.



5 Zusammenfassung

Die Anfilligkeit des sich entwickelnden Gehirns fiir Verdnderungen von auflen ist seit Jahrzehn-
ten bekannt. Wihrend der Entwicklung des zentralen Nervensystems (ZNS) ist die Empfindlich-
keit gegeniiber Drogen bei akuter oder chronischer Exposition besonders hoch. Das neurotoxische
Potential von MDMA (3,4-Methylendioxymetamphetamin, Ecstasy) stand im Mittelpunkt vieler
Untersuchungen und wurde kontrovers diskutiert, nicht zuletzt wegen der grolen Verbreitung der
Droge als ein illegales Psychostimulanz [101]. MDMA (Ecstasy) ist das am weitesten verbreitete
und bekannteste plazentagingige Amphetamin [16]. Es steht mittlerweile an zweiter Stelle der am
hiufigsten illegal konsumierten Drogen in Deutschland [107]. Derzeit haben die meisten Studi-
en die Effekte von MDMA auf das adulte Gehirn untersucht. Ungeachtet der Tatsache, dass die
Mehrzahl der Konsumenten in der Gruppe junger Erwachsener und somit unter jungen Frauen im
gebidhrfahigem Alter liegt, ist aber wenig tiber die Exposition des Fetus mit MDMA bekannt. Es
herrscht eine wachsende Befiirchtung iiber seine potentielle Toxizitét fiir das unreife Gehirn [60].

Um die Frage nach den potentiellen Schidigungsmechanismen auf das unreife Gehirn ndher zu
betrachten, wurden in dieser Arbeit neonatale Gehirne von Ratten im Alter von 3, 7, 14 und 21
Tagen untersucht. Die Hirnschnitte wurden mit verschiedenen Fiarbemethoden behandelt und nach
der stereologischen Dissektionsmethode mikroskopisch ausgewertet. In dieser Arbeit konnte am
unreifen Rattengehirn nachgewiesen werden, dass eine einmalige intraperitoneale Injektion ab ei-
ner Dosis von 60 mg/kg KG MDMA zu einer ausgepréagten apoptotischen Neurodegeneration in
verschiedenen Regionen des Gehirns fiihrt. Es hat sich gezeigt, dass eine MDMA-Applikation in
dieser Dosis besonders um den siebten Lebenstag, also in einer sehr vulnerablen Phase der Hirn-
entwicklung (,, brain growth spurt period“, vgl.[1.2)), zu ausgeprigten Verinderungen im unreifen
Gehirn fiihrt. In dieser Phase der Hirnentwicklung, die dem letzten Trimenon der Schwangerschaft
beim Menschen entspricht [30]], diirfte das menschliche Gehirn am empfindlichsten auf MDMA
reagieren. Wihrend sowohl die physiologische, als auch die durch MDMA verursachte Neurode-
generation am siebten Lebenstag der Versuchstiere am ausgeprigtesten war, zeigen auch 14 und
21 Tage alte Ratten einen signifikant erhohten apoptotischen Nervenzelluntergang im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Die untersuchten Hirnregionen reagierten mit einer unterschiedlichen Emp-
findlichkeit gegeniiber der neurodegenerativen Wirkung von MDMA. Ein signifikanter Nerven-
zelluntergang war in folgenden Hirnregionen der sieben Tage alten Ratten nachweisbar: Kortex,
Septum, Thalamus ventralis, Hypothalamus und der CA1-Region des Hippocampus. Selbst sieben
Tage nach einer Injektion von 60 mg/kg KG MDMA war noch eine signifikant erhthte Nerven-

zelldegeneration nachweisbar und konnte nicht vollstandig kompensiert werden.
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70 KAPITEL 5. ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassend konnte im Rahmen des histologischen Teils der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden, dass der Grad der neurodegenerativen Schadigung durch MDMA abhingig von der ver-
wendeten Dosis, dem Alter der Tiere, der Uberlebenszeit und der untersuchten Hirnregion ist.

Da Neurotrophine unter anderem eine wichtige Rolle im Uberleben und der Differenzierung von
Neuronen spielen, wurde im zweiten Abschnitt dieser Arbeit der Effekt von MDMA-Injektionen
auf die Neurotrophinexpression molekularbiologisch untersucht. Mit Hilfe der PCR konnte der
Einfluss von MDMA auf die Transkriptionsrate der Wachstumsfaktoren BDNF, NGF und NT-
3 uiberpriift werden. Dartiberhinaus wurde fiir BDNF die Regulation unter Zuhilfenahme eines
Westernblots auch auf Proteinebene betrachtet. Dabei wurde deutlich, dass MDMA Einfluss auf
die Expression von Wachstumsfaktoren nimmt. Schon eine einmalige Dosis von 20 mg/kg KG
MDMA fiihrte zu einem Anstieg der Transkriptionsraten fiir BDNF. Die Exposition mit 60mg/kg
KG MDMA fiihrte im unreifen Rattengehirn zu einer deutlich erhohten Transkriptionsrate fiir
BDNF (brain-derived neurotrophic factor) und NT-3 (neurotrophin 3), wihrend die Expression
von NGF (nerve growth factor) MDMA-unabhingig war. Ein maximaler Anstieg von BDNF und
NT-3 konnte nach 24 Stunden beobachtet werden. Selbst nach 72 Stunden war die Transkriptions-
rate noch nicht auf den Ausgangswert zuriickgekehrt und noch signifikant erhoht. Interessanter-
weise ldsst dieser Befund auf einen moglichen kompensatorischen neuroprotektiven Mechanismus
schlieBen. Die Expression korpereigener Neurotrophine wie BDNF und NT-3 wurden nach der
MDMA-Applikation hochreguliert. Somit konnte iiber diese Faktoren ein Ungleichgewicht in der
apoptotischen Kaskade entstehen, das iiber das neuronale Uberleben entscheidet.

Abschlielend wurden Versuche mit BDNF Knockout Miusen (+/- BDNF) durchgefiihrt, um
eine moglische antagonistische Wirkung des Neurotrophins gegeniiber des Neurotoxins MDMA
aufzudecken. So wurde gezeigt, dass der neurodegenerative Schaden durch MDMA bei den BDNF
Knockout Tieren annihernd um das 3-fache groBer ist, als bei den Kontrollen des Wildtyps, die
ebenfalls MDMA bekamen. Unter den Knockout Méusen hatten diejenigen, die MDMA appliziert
bekamen einen signifikant groBeren Schaden gegeniiber den Knockout Méusen, die Natriumchlo-
ridlosung erhielten. Demzufolge konnte nachgewiesen werden, dass BDNF tatsédchlich eine neuro-
protektive Funktion im Zusammenhang mit dem Abusus von MDMA hat. Die Hochregulation der
Expression von BDNF wirkt letztlich der schidigenden Wirkung von MDMA an den Neuronen
entgegen. Zusitzlich war bei allen Tieren, die eine Exposition mit MDMA erfahren hatten, eine si-
gnifikante Abnahme des Korpergewichtes oder zumindest aber eine verringerte Gewichtszunahme
im Vergleich zu den Kontrollen festzustellen.

Etliche Risiken, wie drohende Friihgeburt, Wachstumsretardierung, Fehlbildungen von Orga-
nen, kognitive und motorische Unterentwicklung gegeniiber Altersgenossen, die mit einer prinata-
len Exposition von MDMA und seinen Metaboliten einhergehen kdnnen, sind bereits beschrieben
worden [33, 169, 86]]. Erstmalig konnnte mit den hier vorliegenden Ergebnissen eindeutig gezeigt
werden, dass ein Konsum von MDMA wiihrend einer Schwangerschaft schidigende Wirkung im

Hinblick auf die Hirnentwicklung des ungeborenen Kindes hat.
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A Abkurzungsverzeichnis

Abkiirzung Erlduterung

A delta

5-HIAA Hauptmetabolit von Serotonin

5-HT Serotonin

ADH Antidiuretisches Hormon

ACTH Adreno-Corticotropes-Hormon

Akt Proteinkinase B

ATP Adenosintriphosphat

BCA Bicinchoninsidure (engl. bicinchoninic acid)

BDNF brain-derived neurotrophic factor

BSA bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

CA1l-Region CA = Cornu ammonis/Ammonshorn

CREB cAMP response element binding protein

CT-Wert Treshold Cycle = ,,Schwellenwert-Zyklus*

d Tag/e

DHEA Dehydroepiandrosteron

DNA Desoxyribonukleinsidure

dNTP‘s Desoxynukleosidtriphosphate

dUTP deoxy-Uridin-TriPhosphatase

ECL enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ERK Extracellular signal-Regulated Kinase

et al. et alii (lateinisch: ,,und andere)

g Gramm

g Verhiltnis zur mittleren Erdschwerebeschleunigung g,
im Zusammenhang mit Zentrifugieren

h Stunde/n

Hg chemisches Symbol fiir Quecksilber

L.p. intraperitoneal

KG Korpergewicht

M Molar
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ANHANG A. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkiirzung Erlauterung

ug Mikrogramm

mA Milliampere

MDMA 3,4-Methylendioxymethamphetamin (“Ecstasy*)
mg Milligramm

min Minute/n

ml Milliliter

MMLV moloney murine leukemia virus

mRNA Messenger-Ribonukleinsidure

MRT Magnetresonanztomographie

n Anzahl, Menge

NGF nerve growth factor

NHSDA National Household Survey on Drug Abuse
NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NIDA national institute for/of drug abuse

O.D.-Wert Wert der optischen Dichte (Absorptionsmaximum)
p75NTR p75-Neurotrophinrezreptor

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS phosphate buffered saline (Phosphatpuffer)
PCA p-Cloroamphetamin

PCR Polymerasekettenreaktion

RIPA Radio-Immunoprecipitation Assay

RNA Ribonucleinsiure

SDS sodium dodecyl sulfate (=Natriumdodecylsulfat)
SEM standard error of the mean = Standardfehler des Mittelwertes
sog. sogenannt

TAE Tris-Acetat-EDTA

Taqg-Polymerase Polymerase von Thermus aquaticus

TBE-Puffer TRIS-Borat-EDTA-Puffer

TBS tris-buffered saline

TdT-Enzym terminal deoxynucleotidyl transferase

TEMED Tetramethylethylendiamin

TNF Tumor Nekrose Faktor

TrK Tyrosinkinase

TUNEL terminal transferase mediated dUTP-biotin nick end labeling
U Umdrehungen

A% Volt

vgl. vergleiche

viw volume/weight

z.B. zum Beispiel

ZNS zentrales Nervensystem



B Lebenslauf

,,Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version meiner
Arbeit nicht veroffentlicht.*
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