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1. Einleitung

1.1. Tiermedizinische Grundlagenforschung

Tiermedizinische Grundlagenforschung hat ihre ureigenste Aufgabe darin,
Erkrankungen der Tiere in Pathogenese und Therapie zu erforschen. Als
eigenstandige wissenschaftliche Disziplin steht sie damit den ebenfalls nicht primar
auf humanen Nutzen angelegten naturwissenschaftlichen Fachern Biologie, speziell
der Zoologie, und der Biochemie nahe. In einer langen Tradition jedoch verbindet die
Tiermedizin als Brickenwissenschaft naturwissenschaftliche Grundlagenforschung
mit der fir den Menschen direkt anwendungsorientierten Forschung der
Humanmedizin. Dabei ist dieser Austausch sicher nicht als EinbahnstralRe zu
verstehen, weil wesentliche Forschungsergebnisse der Humanmedizin nutzbringend
fur die Tiermedizin und wissenserweiternd fur die biowissenschaftliche
Grundlagenforschung tbertragen werden konnten.

So ist die Psychopharmakologie, neben z.B. der Neuropharmakologie,
Endokrinpharmakologie und biochemischen Pharmakologie, auch in der Tiermedizin
ein Bestandteil der experimentellen und klinischen Pharmakologie. Eine Einteilung
der Psychopharmaka wie in der Humanmedizin nach Indikationen wie Anxiolytika,
Antidepressiva oder Antipsychotika entspricht nicht der veterindrmedizinischen
Anwendung. Hier wird nach Struktur und/oder Wirkmechanismus in Benzodiazepine,
Azapirone, Selektive Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer (Selective Serotonin
Reuptake Inhibitors = SSRI), Monoaminoxidase-Hemmer oder Antipsychotika
(Neuroleptika) unterteilt.

Benzodiazepine (z.B. Diazepam, Alprazolam, Oxazepram) und Antipsychotika (z.B.
Acepromazin, Droperidol, Azaperon) werden meistens als Sedativa zur Beseitigung
von Angstzustanden, im Rahmen einer Neuroleptanalgesie vor Untersuchungen oder
Narkosen und in der Behandlung der Epilepsie (Benzodiazepine) angewandt (1).

Da inzwischen aber auch geh&uft Verhaltensstérungen bei Hunden und Katzen
auftreten, werden im Rahmen der Verhaltenstherapie neben zuvor genannten
Medikamentengruppen auch trizyklische und tetrazyklische Antidepressiva, selektive
Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer oder Monoaminoxidase-Hemmer eingesetzt.
Verhaltensanderungen werden bei Tieren auf Stérungen im Bereich der Monoamine
wie Serotonin, Noradrenalin und Dopamin zurtickgefihrt (2), wobei Aggressionen mit

Beeintrachtigungen im serotonergen System in Verbindung gebracht werden (3).
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Beim Hund zugelassen sind die Wirkstoffe Clomipramin und Selegilin. Das
trizyklische Antidepressivum Clomipramin  wird beim Hund erfolgreich zur
Behandlung von Verhaltensstérungen, die auf Trennungsangst zuriickzufthren sind,
Zwangsstorungen (wie z.B. akrale Leckdermatitis, Schwanzjagen) oder Angst bei
lauten Gerauschen (wie z.B. Gewitter, Feuerwerk) eingesetzt (4;5).

Der Monoaminoxidase-Hemmer Selegilin  wird in Verbindung mit einer
Verhaltenstherapie beim Hund zur Behandlung von Verhaltensstorungen wie z.B.
Trennungsangst, Phobien, Stereotypien und Angstaggression (6;7) verwendet.

Der selektive Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer Fluoxetin zeigte in einer Studie
von Simpson et al. (8) in Verbindung mit einer Verhaltenstherapie ebenfalls gute
Erfolge zur Behandlung der Trennungsangst. Aul3erdem reduziert er die Impulsivitat
und wirkt aggressionsmindernd (9).

Bei der Katze kann zur Behandlung von Angststérungen ebenfalls Clomipramin (10)
und zur Therapie von Harnmarkieren das Azapiron Buspiron (11) angewandt werden.
Der selektive Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer Fluoxetin zeigte bei der
Behandlung von Harnmarkierverhalten der Katze gute Wirksamkeit, wenn er Uber
einen Zeitraum von 8 Wochen gegeben wurde. Es handelt sich allerdings um eine
dauerhafte Therapie, da es nach Absetzen des Medikamentes zu Ruckfallen kommt
(12). Ebenso verhélt es sich bei der Therapie mit Clomipramin (13).

Da es immer mehr Verhaltensstérungen bei Hunden und Katzen, meist bedingt durch
nicht artgerechte Haltung, Isolation oder soziale Deprivation, gibt, und diese mit
Verhaltenstherapie nur in geringem Mal3e oder erst nach langerer Zeit, in der das
Wohlbefinden des Tieres herabgesetzt ist, behandelbar sind, werden
Psychopharmaka in ndherer Zukunft vermutlich haufiger in der Tierarztpraxis Einsatz
finden, zumal es immer mehr Informationen aus humanmedizinischen Bereichen gibt
und ein maglicher Gebrauch sowie die Wirksamkeit bei Tieren Gegenstande aktueller
Forschung sind (14;15).

Der humanmedizinische Nutzen vollzieht sich auf verschiedenen Ebenen aus der
tiermedizinischen Forschung. So wird zum einen die Nutztierforschung zur
Optimierung des landwirtschaftlichen Ertrags (Ziuchtung, Tierkrankheiten) eingesetzt.
AulBerdem konnen in der Tiermedizin etablierte Therapien auf parallele
Erkrankungen im Menschen Ubertragen werden (z.B. Untersuchungen zur
Krankheitsentstehung der Tuberkulose bei Schaf und Rind; Entdeckung des Insulins

bei Hund und Kaninchen und daraus resultierender Therapie des Diabetes mellitus).
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Des Weiteren kénnen physiologische und pathologische Tiermodelle genutzt werden,
um Erkrankungen des Menschen besser zu verstehen und entsprechende neue
Behandlungsmethoden zu entwickeln (z.B. in der Orthopadie oder Unfallchirurgie an
Schafen oder Hunden zum Einsatz kommende Bandscheibenprothesen,
Kreuzbandplastiken, Gelenk- oder Wirbelkdrperersatz, Krebsforschung).

In diesen Zusammenhang werden Ublicherweise auch Tierversuche eingereiht, die
mit Modellen am Tier einen humanen Krankheits- oder Therapieprozess darstellen
sollen. Dabei sind zwei Aspekte sehr wichtig: Zum einen erfordert dieses Vorgehen
eine eingehende ethische Uberprifung, was neben der formal-juristischen
Uberpriifung durch Genehmigungsbehorden vor allem auch die im Wissenschaftler
selbst anzusiedelnde Werteabwégung zwischen potenziellem Nutzen durch
Erkenntnisgewinn und Last oder Schaden am individuellen Tier meint. Zum anderen
sind forschungsmethodische Erwagungen noétig, da Modellierung menschlicher
Erkrankung und Therapie am Tier immer mit Reduktionismus und der Gefahr falsch-
negativer sowie falsch-positiver Befunde einhergehen.

Die vorliegende Arbeit stellte sich in ihrer Konzeption der komplexen ethischen
Uberprifung und in der Diskussion der Ergebnisse den forschungsmethodischen
Limitationen. Im Dienste eines besseren Verstandnisses schizophrener Psychosen
und vor allem ihrer Therapie modellierten wir eine orale, antipsychotische
Langzeitbehandlung in der Ratte, um speziell pharmakologisch bedingte
Veranderungen in der Neurotransmission der Aminosauren Glutamat und GABA (=

y-Aminobuttersaure) zu untersuchen.

1.2. Schizophrene Psychosen

Schizophrene Psychosen bilden eine neurobiologisch heterogene Gruppe von
schweren, zentralnervosen Erkrankungen, deren Atiologie und Pathomechanismus
noch nicht vollstandig geklart sind. Klinisch imponieren Symptome wie
Stimmenhoéren, Wahnvorstellungen, Abweichungen im formalen Denkprozess und
Stérungen des Ich-Erlebens, die wahrend der Erkrankung zusatzlich entwickelt
werden und deshalb als ,Positivsymptome” bezeichnet werden. Defizite im Sinne
einer ,Negativsymptomatik® wirken sich zum Beispiel auf den Antrieb
(Antriebsverlust, Abulie), die Stimmung (Anhedonie, Apathie), die Spontansprache

(Alogie), die soziale Interaktion (Riickzug) und die kognitiven Féhigkeiten aus.

10
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Die Haufigkeit schizophrener Psychosen liegt bei 0,5 bis 1%, wobei Méanner und
Frauen gleich héaufig betroffen sind. Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt
zwischen 21 und 26 Jahren. Mehr als die Halfte der Schizophrenien beginnt
zwischen der Pubertat und dem 30. Lebensjahr. Eine friher in so genannten
niedrigeren sozialen Schichten auffallende Haufung der Erkrankung wird mit der
Drift-Hypothese erklart, welche besagt, dass Schizophrene im Verlauf ihrer
Erkrankung sozial absteigen, da sie sich zum Teil von ihrer Umwelt abgrenzen und

zurlckziehen (16).

Mittlerweile hat sich ein bio-psycho-soziales Krankheitskonzept durchgesetzt. Die
neurobiologische Evidenz konvergiert in der Annahme einer Stérung plastischer
Prozesse der Hirnentwicklung als disponierende Grundlage, die durch einen zweiten
Faktor (,two hit hypothesis® (17)) nach einer Latenz zur vollen
Krankheitsmanifestation fuhrt.

Der zweite, also erkrankungsauslosende Faktor wird in verschiedenen Formen
psychosozialen  Stresses angesiedelt. Dahin gehend konnten aktuelle
epidemiologische Forschungen deutliche Haufungen schizophrener Psychosen bei
Menschen mit frih einsetzendem Drogenkonsum (Cannabinoide),
Migrationshintergrund und etwa bei stadtischem versus landlichem Leben zeigen
(18).

Schwieriger erscheint die disponierende Grundlage, die neurobiologische Alteration
durch Stérung plastischer Prozesse der Hirnentwicklung zu fassen (19;20).

Eine genetische Grundlage der Erkrankung konnte durch Familien-, Zwillings- und
Adoptionsstudien gesichert werden. Die genetische Disposition wird als polygen
interpretiert. Nach Sequenzierung des menschlichen Genoms steht ein dichtes
System an Markern zur Verfigung, sodass erste Genorte beschrieben werden
konnten, die fur die neuronale Entwicklung von Bedeutung sind, so z.B. das
Dysbindin-Gen (auf Chromosom 6) (21) und Neuregulin-Gen (Chromosom 8) (22).
Neben einer genetischen Disposition kommen noch weitere Faktoren hinzu, welche
fur Psychosen disponieren, etwa perinatale Schadigungen (23) oder virale
Infektionen die vor der Geburt oder in der Neugeborenen-Periode auftreten (24).
Verschiedene Methoden n&herten sich einer Definition der neurobiologischen

Grundlage schizophrener Psychosen an.

11
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Einen Nachweis fur strukturelle und funktionelle Veranderungen in der Schizophrenie
liefern neuropathologische und bildgebende Studien, auf welche in Kapitel 2.4. n&her
eingegangen wird.

Auch gibt es Hinweise flr verschiedene toxische Einflisse, welche die Entstehung
einer schizophrenen Psychose unterstitzen. So koénnen viele psychoaktive
Substanzen Symptome wie Halluzinationen auslosen, die bei schizophrenen
Psychosen vorkommen. Details zur dopaminergen, serotonergen und glutamatergen

Neurotransmission werden in den Kapiteln 2.1.1.2., 2.1.2.2 und 2.2.2. referiert.

12
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2. Neurotransmittersysteme

Ehe auf die Therapie schizophrener Psychosen und das fir diese Untersuchung
gewdahlte Tiermodell eingegangen werden kann, missen die bedeutsamen
Neurotransmittersysteme im Detail dargestellt werden.

Zunachst werden die monoaminergen Neurotransmitter Dopamin und Serotonin
beschrieben. Hieran schlief3t sich eine Darstellung der fur die Neurotransmission
wichtigen Aminosauren Glutamat und GABA an. Fur ein genaueres Verstandnis wird
zuerst auf die Physiologie und anschlieBend auf die pathologischen Verhaltnisse

eingegangen.

2.1. Monoaminerge Neurotransmitter

2.1.1. Dopaminerges System

2.1.1.1. Physiologie

Dopaminerge Nervenzellkdrper befinden sich v.a. im Mittel- und Zwischenhirn.
Beziglich der dopaminergen Neurone lassen sich drei Hauptsysteme im Gehirn
unterscheiden: Zum einen gibt es die nigrostriatale Bahn, welche % des Dopamins im
zentralen Nervensystem (= ZNS) enthalt. Die Axone dieser Bahn ziehen von
Neuronen in der Substantia nigra zum Striatum und hemmen hier cholinerge
Interneurone (25).

Es hat groRe Bedeutung fir die Steuerung der extrapyramidalen Motorik. Eine
Aktivierung der dopaminergen Neuronensysteme im Tierversuch z.B. durch
Amphetamin 16st im Bereich der nigrostriatalen Bahn sogenannte Stereotypien
(Zwangsnagen, Retropulsion) aus.

Des Weiteren existiert ein meso-kortiko-limbisches Dopaminsystem, dessen Fasern
in der Area tegmentalis ventralis entspringen.

Die Axone der mesolimbischen Bahn ziehen vom Mittelhirn zum Nucleus
accumbens, zur Hippokampusformation, zu der Amygdala und zu Teilen des
Riechhirns (25;26). Dieses System ist vermehrt aktiv bei der Empfindung von Lust
oder Freude. Viele abhangigkeitserzeugende Stoffe wie z.B. Ethanol, Nikotin,
Amphetamin und Morphin steigern die Dopaminfreisetzung in den limbischen
Innervationsgebieten.

Die Axone des mesokortikalen Systems ziehen vom Mittelhirn zum préafrontalen
Kortex (PFC) und zum anterioren Gyrus cinguli (26). Ein erniedrigter Dopamintonus

im PFC wird mit der Negativsymptomatik der Schizophrenie assoziiert. Im Bereich

13
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des PFC fluhrt Aripiprazol als partieller Dopamin-Agonist Uber eine Erhéhung des
Dopamintonus zur Verbesserung der Negativsymptomatik (genaueres hierzu in
Kapitel 2.5.2.2).

Zum Dritten projiziert das tuberoinfundibulare System mit seinen Axonen vom
Nucleus infundibularis im Hypothalamus zur Eminentia mediana und Hypophyse. So
gelangt z.B. freigesetztes Dopamin Uber Portalgefal3e in die Adenohypophyse und
kann so die Hormonsekretion, z.B. von Prolaktin, kontrollieren.

Hierlber lasst sich eine Nebenwirkung antidopaminerger Antipsychotika erklaren,
welche als Hyperprolaktinismus mit Galaktorrhoe und sexuellen Funktionsstérungen

auftreten kann.

Funf Dopamin-Rezeptor-Gene kodieren fir membranstandige Molekule, die in zwei
biochemisch definierte Rezeptortypen (Di:- und D-artig) unterteilt werden kdnnen.
Die Rezeptoren bestehen aus 7 Transmembrandomanen und sind an G-Proteine
gekoppelt.

Die Wirkung des Dopamins auf die postsynaptische Endigung hangt vom Dopamin-
Rezeptortyp ab. Kommt es zur Bindung an D;-artige Rezeptoren (D, Ds) wird Uber
ein stimulierendes G-Protein die Adenylylcyclase aktiviert und tUber cAMP (cyclo-
Adenosin-3’, 5-Monophosphat) als so genannter ,second messenger® die
Transkription abhangiger Gene reguliert.

Befinden sich D,-artige Rezeptoren (D,, D3, Ds) am postsynaptischen Neuron, so
kommt es uber die Aktivierung eines inhibitorischen G-Proteins entweder zur
Aktivierung von Kaliumkanélen und damit durch den Kaliumausstrom zur
Hyperpolarisierung der Membran, was zur Hemmung der Synthese und Freisetzung
von Dopamin fihrt. Oder es wird die Adenylylcyclase gehemmt und somit weniger

CcAMP gebildet, welches fir weitere Regulationsmechanismen notwendig wére (25).

2.1.1.2. Pathologie: Dopaminerge Hypothese

Die Dopamin-Hypothese der Pathogenese schizophrener Psychosen griindete sich
wesentlich auf der antipsychotischen Potenz dopamin-antagonistischer Substanzen,
welche die oben erwahnten Dopamin-Rezeptoren blockieren. Hierbei wird jedoch
nicht mehr von einer generellen Dopamin-Uberfunktion ausgegangen, vielmehr wird
zwischen dopaminergen Subsystemen unterschieden, insbesondere einer

mangelnden Dopaminstimulation im frontalen Kortex (mesokortikale Bahn) bei

14
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gleichzeitig bestehender dopaminerger Uberaktivitat im mesolimbischen System und
Wechselwirkungen mit anderen Neurotransmittern wie etwa den Aminosauren
Glutamat und GABA (27;28). Das Striatum (mesostriatale Bahn) ist der Ort der
Nebenwirkungen bei Anwendung antipsychotischer Pharmaka.

Auf der dopaminergen Hypothese basieren bisherige Behandlungsmethoden. So
wurde 1952 das Phenothiazinderivat Chlorpromazin zur Behandlung von
schizophrenen Patienten eingesetzt, welches die schizophrenen Psychosen
nachhaltig therapeutisch beeinflusste (29). Neuroleptika wie Chlorpromazin rufen
eine Dopamin-Rezeptorblockade hervor. Hauptangriffspunkt hierbei sind die eng mit
dem limbischen System verknupften mesolimbisch-mesokortikalen Bahnen.

Als weiterer Hinweis fur die Dopamin-Hypothese wurde die psychotogene Wirkung
der Amphetamine angefihrt, welche als indirekte Dopamin-Agonisten im ZNS
Dopamin auf eine nicht-exozytotische, transportervermittelte Weise freisetzen und so
bei gesunden Menschen eine Psychose auslosen kénnen, welche der produktiven
Symptomatik einer Schizophrenie ahnelt (30).

AuBerdem konnten Einblicke in die Interaktionen dopaminerger und glutamaterger
Neurotransmission durch Tiermodelle, in denen spezifische pharmakologische
Hypothesen Uberpriuft wurden, gewonnen werden.

So zeigten elektrophysiologische Versuche von adulten Ratten, die pranatal mit MAM
(,mitotoxin methylazoxymethanol acetate) behandelt wurden, eine mangelnde
Reaktion der Neurone im PFC auf eine lokale Dopamin-Applikation, jedoch eine
verstarkte Reaktion im ventralen Tegmentum. Dies kann als Hinweis gewertet
werden, dass es nach Storungen in der Hirnentwicklung in kortikolimbischen Netzen
zu bleibenden Anpassungs- und Umbauvorgangen kommt (31).

Des Weiteren konnte eine globale Entwicklungsverzégerung und eine erhohte
Empfindlichkeit far frihe adversive Erfahrungen anhand einer Ratten-Linie
festgestellt werden, die genetisch bedingt eine erhOhte Sensitivitat fur die pro-
dopaminerge Substanz Apomorphin zeigte (32;33).

Auch konnen im Sinne einer gemeinsamen molekularen Endstrecke verschiedene
psychotomimetische Substanzen wie  Dopamin-Agonisten (z.B. Amphetamin),
Serotonin-Agonisten (z.B. LSD= Lysergsaurediethylamid) und glutamaterge
Antagonisten (z.B. PCP= Phencyclidin) (34) eine Genexpressionskaskade uber
DARPP-32 (,dopamine- and a cAMP-regulated phosphoprotein of 32 kilodaltons®)
(35;36) und CREB (,cAMP responsive element binding protein®) aktivieren (37). Dies
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wurde Uber ein genetisches Tiermodell, welches sich der Prapulsinhibition (=PPI)
bediente, festgestellt.

Bei der PPI macht man sich die Reaktion auf plotzliche, intensive Reize zunutze.
Diese akustische Schreckreaktion ist eine motorische Antwort auf potenziell
gefahrliche Reize im Sinne einer willkirlichen, nicht unterdriickbaren, protektiven
Reaktion, bei welcher sich die Muskulatur des Kérpers, insbesondere die Kopf- und
Nackenmuskulatur, kontrahiert. Werden nun unterschwellige Reize vor dem
eigentlichen Schreckreiz dargeboten, wird die akustische Schreckreaktion gehemmit.
Dieses Phanomen wird Prapulsinhibition genannt. Der Prapuls, welcher vor den
eigentlichen Schreckreiz gesetzt wird, dient beim gesunden Gehirn dazu, sich auf
einen mdaglichen weiteren Reiz einzustellen und eine Art Filter zu aktivieren, wodurch
sich die Reaktion auf den eigentlichen Schreckreiz vermindert. Bei verschiedenen
Erkrankungen ist diese Filterfunktion des Gehirns vermutlich durch aberrante
Konnektivitdt und insuffiziente kortikale Kontrolle subkortikaler Zentren verandert
(z.B. bei der Schizophrenie vermindert), sodass die PPI als Modell zur Erforschung
der Filterfunktionen des Gehirns herangezogen werden kann.

So kommt es auf der Verhaltensebene unter Amphetamin-Gabe zu gestorter
sensomotorischer Informationsverarbeitung wie auffalliger PPl und repetitiven
Bewegungen (35).

Da DARPP-32 funktionelle Bedeutung fur die kognitive Leistungsfahigkeit und
Konnektivitat prafrontaler Zentren hat, ergeben sich hier auch Méglichkeiten fur die

klinische Therapieforschung (38).

In Studien von Carlsson et. al. (28) wurden Wechselwirkungen der Neurotransmitter
Dopamin, Glutamat und GABA genauer untersucht und beschrieben. Hierzu ist ein
erganzender Blick auf die Neuroanatomie des Dopaminsystems notwendig.

Die Projektion dopaminerger Neurone von der Substantia nigra und dem ventralen
Tegmentum zum striatalen Komplex spielt eine zentrale Rolle in der Schizophrenie.
Unter normalen Umstanden haben diese dopaminergen Neurone einen hemmenden
Einfluss auf das striatale System. Vom Striatum abgehende GABAerge Neurone
wiederum haben einen hemmenden Einfluss auf den Thalamus, welcher als Filter fur
sensorische Informationen dient. Wenn es nun zu einer Uberstimulation der Ds-
Rezeptoren kommt, wird der hemmende Einfluss der GABAergen Neurone auf den

Thalamus gehemmt, und in der Folge wird der Kortex Uberstimuliert.
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Auf der anderen Seite wird das Striatum Uber glutamaterge Neurone aus dem Kortex
aktiviert, was unter normalen Umstanden zu einer Hemmung des Thalamus fuhrt.
Hieraus folgt, dass eine Reduktion des glutamatergen Einflusses aus dieser Region
auf die striatalen Neuronen ebenfalls in einer reduzierten Hemmung des Thalamus
und einer Uberstimulation des Kortex mundet.

Somit ist ersichtlich, dass ein Gleichgewicht zwischen dopaminerger, glutamaterger
und GABAerger Aktivitat fur eine ungestorte Informationsubertragung wichtig ist, und
eine dopaminerge Uberfunktion in Verbindung mit einer glutamatergen Unterfunktion
zu einer reduzierten Aktivierung des Striatums fuhrt und so psychotische Symptome
auslosen kann (28).

Des Weiteren besteht die Hypothese, dass es im Bereich der mesokortikalen Bahnen
einen Mangel in der dopaminergen Neurotransmission gibt, welcher zur
Negativsymptomatik der Schizophrenie fiihrt, sowie eine Uberstimulation der
Dopaminneuronen im Bereich der mesolimbischen Bahnen, welche zur

Positivsymptomatik der Schizophrenie beitragt (39;40).

2.1.2. Serotonerges System

Neuroleptika zeigen auch Interaktionen mit Rezeptoren anderer
Neurotransmittersysteme, sodass sie neben einem antipsychotischen Effekt, welcher
auf die Beeinflussung des Dopaminstoffwechsels zuriickgefuhrt wird, auch
antihistaminerg, antiadrenerg, anticholinerg und antiserotonerg wirken, sodass von
einer multidimensionalen Sicht mit Hinblick auf die Wechselwirkungen der
Neurotransmitter untereinander ausgegangen werden kann (41).

Daher wird in diesem Kapitel nun auch kurz auf den Neurotransmitter Serotonin (= 5-
Hydroxytryptamin= 5-HT) eingegangen, zumal das in dieser Studie untersuchte

Medikament Aripiprazol auch im serotonergen System Wirkungen zeigt.

2.1.2.1. Physiologie

Der groRte Teil des Serotonins im menschlichen Kdrper kommt in den enteralen,
chromaffinen Zellen und in den Blutplattchen vor. Demgegenuber ist die Menge an
neuronalem Serotonin gering. Im ZNS liegen die meisten Serotonin-Zellkorper in den
Nuclei raphae, also in der medianen und paramedianen Formatio reticularis des
Mittelhirns, der Briicke und der Medulla oblongata. Die Serotonin-Neurone der

rostralen Raphe-Kerne projizieren ins gesamte Vorderhirn und ins Kleinhirn. Es wird
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angenommen, dass zentrale Neurone zur Regelung von Stimmung, Schlaf-Wach-
Rhythmus, Schmerzwahrnehmung, Nahrungsaufnahme und Korpertemperatur
beitragen (25).

Es gibt insgesamt vierzehn 5-HT-Rezeptoren, die in 7 Familien zusammengefasst
werden (5-HT; bis 5-HT7). Bei den Rezeptoren handelt es sich um G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren, mit Ausnahme der 5-HT3-Rezeptoren, welche ionotrop sind.

2.1.2.2. Pathologie

Die Beteiligung des Neurotransmitters Serotonin an schizophrenen Psychosen wurde
aufgrund psychotomimetischer Effekte von 5-HT-Agonisten wie z.B. LSD (34) und
der pharmakologischen Wirkung von atypischen Antipsychotika angenommen. In
einer Studie von Meltzer et. al. (42) wurde auf die pharmakologischen
Gemeinsamkeiten mehrerer so genannter ,atypischer* Antipsychotika hingewiesen,
welche in einer Blockade der 5-HT,a-Rezeptoren verbunden mit einem im Vergleich
zu typischen“ Substanzen schwacheren Dopamin-D,-Rezeptor-Antagonismus
beruhen. Dabei bezeichnet die Einordnung als ,atypisch* das deutlich seltenere
Auftreten antidopaminerger Nebenwirkungen im extrapyramidal-motorischen System,
wie etwa Dyskinesien, Dystonien, Rigor und Tremor bei dieser Pharmakagruppe.

Die 5-HT.a-Rezeptoren sind auf kortikalen und hippokampalen pyramidalen
glutamatergen Neuronen sowie GABAergen Interneuronen lokalisiert. lhre
Aktivierung stimuliert die GABA-Freisetzung und fuhrt somit zur Hemmung der
Neurone, auf welche die Interneurone projizieren (43;44).

Die exzitatorischen 5-HT,a-Rezeptoren und die inhibitorischen 5-HT;a-Rezeptoren
stehen in einer dynamischen Wechselwirkung und beeinflussen so zum Beispiel den
Netto-Anstieg der Glutamatfreisetzung (45). Aul3erdem koénnen 5-HTia-Rezeptor-
Agonisten die Dopamin-Freisetzung im prafrontalen Kortex stimulieren, sowie die
Wirkung von D,-Rezeptor-Blockern auf die Dopamin-Freisetzung verstarken (46).
Diese Befunde deuten auf die Wechselwirkungen zwischen serotonergem,
dopaminergem, glutamatergem und GABAergem System hin, wobei eine Aktivierung
von 5-HTja-Rezeptoren (47) zusammen mit einem starken 5-HT,a-Rezeptor-
Antagonismus und einem relativ schwachen D,-Rezeptor-Antagonismus (48) wichtig
sind. Diese Zusammenhénge ermoglichen die Weiterentwicklung neuer atypischer

Antipsychotika.
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2.2. Aminoséauren als Neurotransmitter

Die Interaktion zwischen Nervenzellen vollzieht sich Uber synaptische
Signaltransduktion durch Neurotransmitter. Wie bereits in den vorangegangenen
Kapiteln erwahnt, spielen neben monoaminergen Neurotransmittern wie Dopamin,
Noradrenalin, Acetylcholin und Serotonin auch Aminosauren wie GABA und
Glutamat dabei eine bedeutsame Rolle. GABA fungiert im adulten ZNS als
inhibitorischer, Glutamat als exzitatorischer Neurotransmitter.

Wahrend der Hirnentwicklung wurden allerdings gegenlaufige Funktionen
nachgewiesen.

So wirkt Glutamat wahrend der Hirnentwicklung als Chemokin und steuert die
Proliferation (49), Migration und das axonale Wachstum (50) und weist eindeutig
inhibitorische postsynaptische Eigenschaften auf (51).

Die Aminosaure GABA hat wéahrend der Entwicklung des zerebralen Kortex auch
nicht-synaptische Funktionen und reguliert ebenfalls als Chemokin die Migration und
das axonale Wachstum (50) oder die Proliferation von Vorlauferzellen (49). Ferner
entfaltet es depolarisierende, exzitatorische Effekte auf unreife Neurone (52;53).
Perinatal kommt es unter anderem unter Einfluss von Oxytozin zur Etablierung der
adulten GABAergen Effekte auf den Chlorid-lonen-Strom (54).

2.2.1. Glutamaterges System

Die Aminoséaure Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Transmitter des adulten
menschlichen Gehirns. Durch die Glutaminase, die in Nervenzellen vorkommt, wird
die Aminosaure Glutamin in Glutamat und Ammoniak gespalten. Das Glutamat
gelangt durch vesikulare Transporter (vGIuT) in Speichervesikel an den
Nervenzellendigungen. Auf ein Aktionspotenzial hin, welches spannungsabhéngige
Kalziumkanale o6ffnet und den Kalziumeinstrom in die Nervenzelle verursacht,
werden die synaptischen Vesikel mit dem darin enthaltenen Glutamat in den
synaptischen Spalt entleert. Anschlieend bindet Glutamat an postsynaptische
Rezeptoren und vermittelt so die postsynaptische Signaltransduktion, um seinerseits

Uber Transportmolekiile wieder aufgenommen zu werden.

2.2.1.1. Glutamatrezeptoren
Man unterscheidet zwei verschiedene Arten von Rezeptoren, welche sich auf der

postsynaptischen Membran befinden. Zum einen die ionotropen Rezeptoren oder
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ligandengesteuerten lonenkanale, wie der NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptor,
AMPA- (8-Amino-3-hydroxy-5-Methyl-4-isoxazole-4-Propionate-Acid) und Kainat-
Rezeptoren, und die metabotropen Rezeptoren, die auf der intrazellularen Seite mit
GTP (= Guanosintrisphosphat)-bindenden Proteinen interagieren (25).

Die ionotropen Rezeptoren induzieren schnelle synaptische Vorgdnge von
Millisekunden Dauer und die metabotropen Rezeptoren rufen langsame Anderungen
hervor, die Sekunden oder Minuten anhalten kdnnen, und somit dazu dienen die

Erregbarkeit von Nervenzellen langerfristig zu modulieren (55).

AMPA- und Kainat-Rezeptorkomplexe bestehen jeweils aus zwei Untereinheiten und
regulieren einen Natrium-Kalium-Kanal. Nach Glutamatausschittung kommt es zu
einer Aktivierung dieser beiden Rezeptorkomplexe. AMPA erleichtert eine
Depolarisation der Nervenzellmembran, indem es den Natrium-Kalium-Kanal o6ffnet
und Natrium seinem Konzentrationsgradienten folgend in die Zelle gelangt und
Kalium den Intrazellularraum verlasst. Das Ruhemembranpotenzial wird positiver und
nahert sich dem Schwellenpotenzial, an dem sich spannungsabhangige
Natriumkanale 6ffnen und eine Depolarisation der Nervenzelle auslésen. Der Kainat-
Rezeptorkomplex hat eine &ahnliche Aufgabe. Beide filhren auf diese Weise zu
schnellen, erregenden postsynaptischen Potenzialen (55).

Der NMDA-Rezeptor ist hochpermeabel fur Kalzium, wird aber im
Ruhemembranpotenzial durch Magnesiumionen blockiert. Dieser Magnesiumblock
wird durch eine tber AMPA- und Kainat-Rezeptoren vermittelte Teildepolarisation der
Zelle aufgehoben. Zusatzlich sind Glutamat und Glycin als Koagonisten zur Offnung
des Kanals nétig, sodass Kalzium-lonen in die Zelle einstromen kdnnen. Glycin
potenziert die Wirkung von NMDA und Glutamat. Aul3erdem besitzt der Rezeptor
eine Bindungsstelle fir eine Reihe weiterer Substanzen im Sinne kompetitiver oder
nicht-kompetitiver Antagonisten, wie z.B. den NMDA-Antagonisten Ketamin, der
friher in der Humanmedizin als Narkotikum verwendet wurde und heute noch bei
Kindern und auch in der Tiermedizin verwendet wird, und Phencyclidin, das als
ilegale Droge (,angel's dust®) verwendet wird, und in seiner Wirkung als
Psychotomimetikum zur Entwicklung der Glutamat-Hypothese der Schizophrenie
beitrug (25;30).
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Der NMDA-Rezeptor besteht aus verschiedenen Untereinheiten, die fur seine
funktionellen Eigenschaften verantwortlich sind (56;57). Er ist spannungssensitiv und
hat funktionell Bedeutung fur Lernen und Ged&achtnis, sowie bei der Kontrolle von
Stimmung, Wahrnehmung und Bewegungsablaufen (58). Seine Rezeptordichte ist
besonders hoch im Hippokampus, Kortex, Basalganglien und sensorischen Bahnen.

Je zwei NR1-Untereinheiten und NR2-Untereinheiten bilden zumeist tetramere
Proteinkomplexe (59), wobei es aber auch Hinweise fur pentamere Strukturen gibt
(60;61). Daher hat die Zusammensetzung der spezifischen NR2-Untereinheiten eine
modulatorische Rolle in der NMDA-Rezeptorfunktion (57).

Waéhrend der Gehirnentwicklung ist das NR1-Gen in allen Neuronen exprimiert (56),
wahrend die vier NR2-Untereinheiten unterschiedliche Expressionsmuster zeigen.
NR2B und NR2D mRNA (= messenger ribonucleic acid, Ribonukleinséaure) sind
bereits pranatal nachweisbar, die NR2A- und NR2C-Untereinheiten dagegen erst
kurz vor der Geburt. NR2D kommt vor allem in Bereichen des Mittelhirns vor.

Im adulten Gehirn werden NR2A und NR2B vor allem in den Pyramidenzellen der
hippokampalen Regionen Cornu ammonis 1 (CA1l) und Cornu ammonis 3 (CA3)
nachgewiesen (56). Die Untereinheiten NR2C und NR2D hingegen finden sich in
verschiedenen Interneuronen (56), im Striatum und Hippokampus (62) sowie im
Thalamus (63).

Law et al. untersuchten die Expression der NMDA-Rezeptor Untereinheiten im
Gehirn in unterschiedlichen Altersstufen (neugeboren, Kind, Jugendlicher, junge
Erwachsene, Erwachsene) und fanden die mRNA von NR1, NR2A und NR2B in der
Hippokampusformation sowie deren benachbarten Regionen in allen Bereichen
exprimiert, insbesondere in pyramidalen Neuronen, zerebellaren Kdrnerzellen und
polymorphen Stammzellen. Die NR1-Untereinheit war in Cornu ammonis 4 (CA4),
Cornu ammonis 3 und Cornu ammonis 2 (CA2) bei Neugeborenen geringer
exprimiert als in allen anderen Gruppen. Dagegen war die NR2B-Untereinheit bei
Neugeborenen im Gyrus dentatus (DG), Subiculum und parahippokampalen Gyrus
hoher als in den alteren Gruppen. Die NR2A-Untereinheit blieb durchweg konstant
und fuhrte deshalb zu einem altersabhangigen Anstieg im NR2A/2B-
Transkriptionsverhaltnis (64).

AuBBer im Gehirn finden sich NMDA-Rezeptor-Untereinheiten auch in
extraneuronalem Gewebe. So konnte die NR1-Untereinheit wahrend der gesamten

Entwicklung im Herzen nachgewiesen werden (in Vorhof, Kammer, Aorta,
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Pulmonalarterie) und auf3erdem auch in der Niere (Rinde und Mark). Von den NR2-

Untereinheiten konnte nur die NR2C mRNA in der Niere nachgewiesen werden (65).

2.2.1.2. Glutamattransporter

Die Aminosaure Glutamat wird prasynaptisch in Vesikel transportiert und nach
Freisetzung und Rezeptorinteraktion wieder aus dem synaptischen Spalt entfernt.
Der Transport der Transmitter kann passiv per Diffusion oder aktiv erfolgen, wobei
der aktive Prozess von membranstandigen Transporterproteinen, die Genfamilien
bilden, geleistet wird.

Zum einen gibt es in glutamatergen Nervenendigungen Transporter, welche
Glutamat in synaptische Vesikel transportieren, sodass dieses als Transmitter zur
Verfligung steht. Als prasynaptische, vesikulare Transporter wurden die vesikularen
Glutamat Transporter 1 bis 3 (vGIluT1-3) identifiziert.

Der vGIuTl ist ein natriumabhangiger anorganischer Phosphat-Transporter
(urspriinglich bezeichnet als ,brain-specific Na*-dependent inorganic phosphate
cotransporter = BNPI), welcher in Plasmamembranen und in synaptischen Vesikeln
von glutamatergen Neuronen vorkommt und eine duale Funktion hat. Erstens wirkt er
als Natrium-Phosphat-Transporter in Plasmamembranen und zweitens als
Glutamattransporter in synaptischen Vesikeln. Er wird hauptsachlich im
Telenzephalon exprimiert (66).

Ein weiterer natriumabhangiger anorganischer Phosphat-Transporter ist der
vesikulare Glutamattransporter-2 (vGIluT2, urspringlich bezeichnet als differentiation-
associated Na'-dependent inorganic phosphate cotransporter = DNPI). Er wird vor
allem im Zwischenhirn und Hirnstamm exprimiert (66).

Die mRNA des dritten vesikularen Glutamattransporters (vGluT3) konnte in einer
kleinen Anzahl von Neuronen im Striatum, Hippokampus, zerebralen Kortex und in
den Raphe nuclei nachgewiesen werden (67;68). AulRerdem wurde er auch auf

GABAergen Interneuronen von Hippokampus und Kortex exprimiert (68;69).

Neben den genannten vesikularen Transportern gibt es in der Plasmamembran
Glutamattransporter, von denen 5 Subtypen identifiziert wurden. Diese Transporter
katalysieren den Transport von L-Glutamat und L- und D-Aspartat und werden durch
den Natrium- und Kalium-Gradienten beeinflusst. Daher werden sie entweder

Natrium und Kalium gekoppelte Glutamattransporter oder exzitatorische Aminosaure
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Transporter (excitatory amino acid transporters = EAAT) genannt. Die funf
Transporter werden wie folgt bezeichnet:

EAATL (friher: GLAST = Glutamat-Aspartat-Transporter)

EAAT?2 (friher: GLT1 = Glutamat-Transporter)

EAAT3 (friher: EAAC1 = Excitatory amino acid carrier)

EAAT4

EAATS

Funktionell verhindern die transmembrandsen Transporter, dass neurotoxisch hohe
Glutamatkonzentrationen im Extrazellularraum entstehen, indem sie Glutamat aus
dem synaptischen Spalt in Gliazellen (EAAT1 und EAAT2) und Neurone (EAATS3,
EAAT4 und EAATS5) aufnehmen.

Isoformen der 5 Transporter wurden in verschiedenen Spezies nachgewiesen:
Mensch (70;71), Maus (72), Ratte (73), Kuh (74), Hund (75), Salamander (76),
Nematoden (77) und Insekten (78). Innerhalb der Saugetierarten sind die 5
Transporter zu etwa 90% auf Protein-Ebene identisch zu ihren entsprechenden
Transportern von anderen Spezies (70;72;74).

Die Transporter EAAT1 und EAAT2 werden adult nur in astroglialen Zellen des
Hippokampus, Kortex und der Basalganglien (79;80) exprimiert, wobei EAAT2
insgesamt der quantitativ dominierende Glutamat-Transporter ist. So zeigten z.B.
Untersuchungen von Hirngewebeextrakten mittels Immunoblot, dass die Levels von

EAATZ2 im Hippokampus die von EAAT1 vierfach tbersteigen.

2.2.1.2.1. EAAT1

EAAT1 ist der Hauptglutamattransporter im Hippokampus und Kleinhirn (Zerebellum)
(81), Innenohr (82), Zirkumventrikularorgan (83) und in der Netzhaut (Retina) (84). Er
wird nur auf Astrozyten exprimiert und kommt zusammen mit EAATZ2 in den gleichen
Astrozyten vor, aber in unterschiedlichen Proportionen in verschiedenen Teilen des
Gehirns. Hohe Konzentrationen von EAAT1 mRNA finden sich vor allem in der Ndhe
der Ventrikel. EAAT1 wird auf Proteinebene vor allem in der molekularen Schicht des
Kleinhirns nachgewiesen, sowie im Bulbus olfactorius, Hippokampus, zerebralen
Kortex und Thalamus. In Neuronen wird kein EAAT1 exprimiert. Eine
entwicklungsbiologisch friihe neuronale Expression wurde diskutiert (85;86).
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2.2.1.2.2. EAAT2

EAAT2 dominiert in allen Hirnregionen des Sauger-ZNS, in denen nicht EAAT1 der
Haupttransporter ist. Ein Nachweis von EAAT2-Protein und mRNA im erwachsenen
Gehirn zeigte eine gliale, jedoch keine neuronale Expression (85). Neuronal konnte
lediglich wahrend der Entwicklung des Gehirns EAAT2 mRNA nachgewiesen
werden.

In verschiedenen Studien wurde herausgefunden, dass sich die neuronale
Expression von EAAT2-Protein wahrend der Entwicklung (87) und im krankhaft
veranderten Hirngewebe (88) von der des erwachsenen, gesunden Gehirns
unterscheidet.

Wahrend der Entwicklung zeigte sich eine EAAT2-Protein-Expression in
verschiedenen neuronalen Bereichen im Nagerhirn vor der Geburt und im Gehirn von
Schafen (89). Diese neuronale Expression ist allerdings nur voribergehend und
verschwindet mit der Reifung.

Die EAAT2 mRNA wird zu ca. 80% in Astroglia (90;91) sowie in verschiedenen
Gruppen von Neuronen, inklusive der Pyramidenzellen der hippokampalen
Unterregion CA3, im parietalen Neokortex, in Teilen des Bulbus olfactorius, im
Thalamus und im unteren Olivenkern exprimiert (80;92). Eine Vermutung daftir, dass
Neuronen kein EAAT2-Protein exprimieren, obwohl sie mRNA produzieren, kdnnte
sein, dass die Expression in Neuronen sehr viel niedriger ist als in Astroglia, oder
dass die Neuronen eine andere EAAT2-Variante exprimieren (93). Letzteres konnte
in einer Studie von Kugler et al. (94) nachgewiesen werden. Die Splice-Variante von
EAAT2 (GLT1lv) kommt vor allem in Neuronen und in nicht-astrozytaren Gliazellen
vor.

In einer Untersuchung von Furness et al. (90) konnte zudem nachgewiesen werden,
dass ca. 6% der EAAT2-Immunreaktivitat auf Plasmamembranen von Synapsen
vorkommt und ca. 8% auf der Plasmamembranoberflache von Axonen, wo sie um ein

vielfaches hoher ist als auf der Astroglia.

2.2.1.2.3. EAAT3
Besonders stark vertreten ist das EAAT3-Protein im Hippokampus, Zerebellum, den
Basalganglien sowie im Kortex und Striatum (Nucleus caudatus und Putamen) und

wird in pra- und postsynaptischen Neuronen exprimiert (85). EAAT3-Protein wird im
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erwachsenen Rattengehirn in Neuronen (85;95) sowie in geringem Mald auch in
Astrozyten des zerebralen Kortex und der weif3en Substanz (96) exprimiert.

Eine granulare Anfarbung des Zytoplasmas von Neuronen und Gliazellen lie3 Kugler
et. al darauf schlieRen, dass EAAT3 zytoplasmatisch auf vesikularen Membranen
gespeichert wird, und bei Bedarf zu den Plamamembranen transportiert werden kann
(97). Diese Lokalisation von EAAT3 dient vermutlich dazu, den Transporter bei
Bedarf moglichst schnell zur Verfiigung stellen zu kénnen. So konnte nachgewiesen
werden, dass der Glutamat-Transport durch Aktivierung einer Proteinkinase C
schnell erhéht werden kann (98) und dass dies auf eine Mobilisierung von EAAT3
aus intrazellularen Speichern zuriickzufuhren ist (99).

EAAT3 mRNA wurde ebenfalls in verschiedenen Neuronen, sowohl glutamatergen
als auch nicht-glutamatergen gefunden, z.B. zerebellaren Purkinje-Zellen oder

Motoneuronen des Rickenmarks (100).

2.2.1.2.4. EAAT4

Im erwachsenen ZNS von Ratten und Menschen kommt EAAT4 vor allem auf den
Plasmamembranen der Purkinje-Zellen des Zerebellums vor, des Weiteren im
Ruckenmark, Vorderhirn und auf Astrozyten (101).

Wahrend der Entwicklung kommt EAAT4 nur im Kortex, Hippokampus und
zerebellaren Kortex vor (102). Dies ist allerdings nur voribergehend und mit der

vollstadndigen Entwicklung des Gehirns nicht mehr nachweisbar.

2.2.1.2.5. EAATS
EAATS ist ein Retina-spezifischer Transporter, welcher an einen Chlorid-Kanal
gebunden ist (103). Er kommt sowohl in den Stabchen als auch Zapfen der Retina

vor sowie in amakrinen Neuronen und Ganglionzellen (104).

2.2.2. Glutamat-Hypothese schizophrener Psychosen

In Bezug auf das glutamaterge System wird diskutiert, dass eine mangelnde Aktivitat
innerhalb des kortikostriatalen glutamatergen Informationsweges eine wichtige
pathophysiologische Komponente in der Schizophrenie ist, und dass glutamaterge
Agonisten sich positiv auf die Behandlung der Erkrankung auswirken kdonnten (105).
Derzeit wird eine multifaktorielle Atiologie der Schizophrenie mit Schwerpunkt auf

Wechselwirkungen innerhalb der verschiedenen Neurotransmittersysteme wie
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Dopamin, Serotonin, Glutamat und GABA angenommen (41). So kdénnen zum
Beispiel Antagonisten am NMDA-Rezeptor (PCP, Ketamin) diesen blockieren und
somit eine NMDA-Rezeptor-Unterfunktion verursachen, welche in Tierversuchen zu
Verhaltensveranderungen fihren, die an Stérungen der Psychomotorik, Affektivitat
und sensomotorischen Informationsverarbeitung bei Psychosen erinnern
(30;106;107).

Eine NMDA-Rezeptor-Unterfunktion an GABAergen Interneuronen fuhrt zu einer
herabgesetzten GABAergen Hemmung auf glutamaterge pyramidale Neurone,
sodass deren Projektion dysreguliert ist, und es somit Uber eine abnorme
glutamaterge Innervation zur Positivsymptomatik der Schizophrenie kommen kann.
Fur das Verstdndnis der Konsequenzen toxischer Expositionen gegenuber
exzitatorischen Neurotransmittern ist es wichtig, dass eine zu lang anhaltende
Glutamatwirkung die Neuronen schadigen kann (Exzitotoxizitat).

Des Weiteren zeigten Pharmaka, welche die Signaltransduktion tber den NMDA-
Rezeptor fordern, indem sie durch blockieren des Glycin-Transporters-1 den als
Koagonist fir den NMDA-Rezeptor benétigten Neurotransmitter Glycin erhéhen,
Wirksamkeit gegen die psychotische Positiv- und Negativsymptomatik.

Diese Beobachtungen fuhrten zur sogenannten Glutamat-Hypothese der
schizophrenen Psychosen (108).

Einen weiteren Hinweis, dass es eine glutamaterge Fehlfunktion in der Schizophrenie
gibt, lieferten Untersuchungen von Hirngewebe post mortem auf die
Glutamatrezeptoren und ihre Untereinheiten. Ein Vergleich mit der in Kapitel 2.2.1.1.
genannten physiologischen Verteilung der NMDA-Rezeptor-Untereinheiten, zeigte,
dass die NR1-Untereinheit im frontalen Kortex (109), Hippokampus (110) und im
temporalen Kortex (= TC) schizophrener Patienten (111) erniedrigt war. Die NR2B-
Untereinheit war im Hippokampus erhoht (110) und die NR2D-Untereinheit war im
prafrontalen Kortex erhoht (112), was als eine sekundare und kompensatorische
Induktion der schnell erregbaren Untereinheiten als Konsequenz einer NMDA-
Rezeptor-Unterfunktion gedeutet wurde.

Auch Verédnderungen der Glutamattransporter zeigten sich in post mortem
Untersuchungen in Form einer erhdhten Expression in frontalen und préafrontalen
kortikalen Regionen (113) und orbitofrontalem Kortex (114) sowie eine erniedrigte
Expression im Striatum, Nucleus caudatus und Nucleus accumbens (115;116). In
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beiden Untersuchungen wurde die Bindung von tritiummarkiertem D-Aspartat (=D-
[®H]-Aspartat) an Glutamattransportern untersucht.

Studien, welche D-[*H]-Aspartat zur Messung verwendeten, erschienen deshalb
limitiert, weil dieser Ligand nicht zwischen glialem und neuronalem Transport
unterscheiden kann und des Weiteren eine Variante von EAAT1 markiert und somit
den starker vorhandenen Transporter EAAT2 eventuell in zu geringem Mal}
nachweist (117).

Im Gegensatz zu diesen protein-biochemischen Methoden untersuchten Eastwood et
al. die Genexpression und konnten Veranderungen auf molekularer Ebene
nachweisen. Die vGluT1-Expression war im Hippokampus und im dorsolateralen
prafrontalen Kortex von schizophrenen Patienten reduziert (118).

Im Thalamus von schizophrenen Patienten fanden Smith et al. mittels In situ-
Hybridisierung (= ISH) eine erhéhte Genexpression von EAAT1 und EAAT2, sowie
eine unveranderte Expression von EAAT3 (119).

Weitere post mortem-Untersuchungen lieferten einen Nachweis flir eine
herabgesetzte Expression des Glutamattransporters EAAT2 in pyramidalen
Schichten des prafrontalen Kortex (120), sowie im parahippokampalen Gyrus (88).
AuRerdem konnten McCullumsmith et al. eine erniedrigte Genexpression von EAAT3
im Striatum nachweisen (121). Die funktionelle Konsequenz reduzierter Transporter-
Expression kann sein, dass Glutamat verzogert oder inkomplett aus dem
synaptischen Spalt entfernt werden kann und somit langer wirkt, sodass es zur
Exzitotoxizitdt kommt. Diesem molekularen Prozess wird eine pathogenetische
Bedeutung fur die Entstehung psychotischer Symptome zugeordnet.

Eine quantitative Untersuchung mittels RT-PCR (= reverse Transkriptase
Polymerase-Kettenreaktion) der EAAT1, EAAT2 und EAAT3 durch Lauriat et al.
(122) zeigte keine Veranderungen im dorsolateralen prafrontalen Kortex, wobei nicht
ausgeschlossen werden konnte, dass dies auf die jahrelange Pharmakotherapie
zuruickzufihren sein konnte.

Bezuglich eines medikamentdsen Einflusses auf die EAAT2-Expression konnten
Matute et al. in einer Untersuchung, die RT-PCR, Immunozytochemie und Xenopus
Oozyten mRNA-Injektion als funktionellen Assay benutzte, zeigen, dass
schizophrene Patienten, die nicht medikamentos behandelt wurden, erhéhte EAAT2
MRNA-Level im prafrontalen Kortex hatten im Gegensatz zu Patienten, die

antipsychotisch therapiert wurden, bei denen die mRNA-Level von EAAT2 normal
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oder erniedrigt waren (123). Dies zeigt, dass die Pharmakotherapie einen Einfluss
auf die Expression von EAAT2 im préafrontalen Kortex hat.

Des Weiteren konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen werden, dass
Clozapin die Expression von EAAT2 im zerebralen Kortex (124) und im frontalen
Kortex (125;126) reduzierte.

In Studien von Schmitt und Zink et al. konnte au3erdem nachgewiesen werden, dass
sowohl eine Langzeittherapie mit Clozapin als auch Haloperidol in hippokampalen
und kortikalen Unterregionen die Expression von EAAT2 und EAAT3 reduzierte
(127).

Die Befunde deuten somit darauf hin, dass kritische Funktionen des glutamatergen
Systems im Bereich von Kortex, Striatum, Thalamus und Hippokampus bei
schizophrenen Patienten gestort sind. Da die post mortem Befunde jedoch
medikamentdés konfundiert sind, waren und sind Tierversuche ndétig, um
pharmakogene Anteile an post mortem-Befunden zu definieren und andererseits
glutamaterge Effekte gangiger Antipsychotika zu beschreiben, was Aufschliisse

hinsichtlich der Pathophysiologie zulasst.

Neben Veranderungen im glutamatergen System gibt es auch Hinweise fir eine
Beteiligung des GABAergen Systems, auf welches im Folgenden genauer

eingegangen werden soll.

2.3. GABAerges System

2.3.1. Physiologie

Die Aminosdure GABA wird aus Glutamat unter Katalyse durch das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym Glutamatdecarboxylase (glutamic acid
decarboxylase = GAD) synthetisiert, das in zwei Isoformen von 65 kD (GADgs) und
67 kD (GADg7) vorkommt. GADeg7 ist fir 90% der GABA-Synthese verantwortlich
(128), wird im Zentralnervensystem ausschlie3lich in GABA-Neuronen exprimiert und
kann zu deren immunhistochemischer Darstellung dienen (25). Die GADgs5 scheint fur
die Feinabstimmung der GABA-vermittelten, inhibitorischen Neurotransmission eine
wichtige Rolle zu spielen (128).

GABA wirkt als wesentlicher inhibitorischer Transmitter im gesamten ZNS lber zwei
multimere Rezeptoren: GABAA und GABAg.
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Die meisten GABA-Neurone sind Interneurone. Es gibt aber auch GABAerge
Projektionsneurone, z.B. in der motorischen Schleife Gro3hirnrinde — Stammganglien
— ventrale Thalamuskerne — Grol3hirnrinde (25).

2.3.1.1. GABA-Rezeptoren

Der GABAa-Rezeptor ist ein Rezeptorkomplex, der auf’er fur GABA auch fur
Benzodiazepine, Barbiturate und andere Pharmaka Bindungsstellen besitzt, und an
einen Chlorid-lonenkanal gekoppelt ist (55). Dieser wird durch GABA gedffnet,
sodass es Uber einen Chlorid-Einstrom zur Hyperpolarisation der Zelle kommt.

Der GABAa-Rezeptor ist postsynaptisch lokalisiert, wahrend der GABAg-Rezeptor
auch prasynaptisch lokalisiert sein kann. Letzterer gehort zu den G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren. Bei Aktivierung vermindert er Uber G-Proteine die
Offnungswahrscheinlichkeit von Kalziumkanalen und erhoht die
Offnungswahrscheinlichkeit von  Kaliumkanalen, sodass durch ihn die
Kaliumleitfahigkeit erhéht und die von Kalzium herabgesetzt wird.

Die Hemmung postsynaptischer Zellen erfolgt tber inhibitorische postsynaptische
Potenziale. Diese beruhen auf dem Offnen von ligandengesteuerten Chloridkanalen,
sodass es dem chemischen Gradienten folgend zum Chlorideinstrom und damit zur
Hyperpolarisation kommt, wodurch die Auslosung eines Aktionspotenzials verhindert
wird.

In manchen Nervenzellen wird die Hemmung durch das Offnen von Kaliumkanalen

und dem damit verbundenen Kaliumausstrom vermittelt.

2.3.1.2. GABA-Transporter

Der prasynaptische Transport von GABA in synaptische Vesikel erfolgt durch den
vesikularen GABA-Transporter (VGAT). Er befindet sich in hohen Konzentrationen in
den Nervenendigungen GABAerger Neurone im Gehirn und Ruckenmark, sowie in
glycinergen Nervenendigungen (129). Nach der Wechselwirkung am Rezeptor wird
GABA durch membrangebundene Transporter vom synaptischen Spalt entfernt und
entweder zuriick in die GABA-Axone oder in Gliazellen aufgenommen. In den
Gliazellen wird GABA in Glutamin uberfuhrt, welches in GABAerge
Nervenendigungen aufgenommen, durch Glutaminase zu Glutamat hydrolysiert und

schlie3lich zu GABA decarboxyliert wird. Dieses wird schliel3lich aus dem Axoplasma
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in Speichervesikel aufgenommen, sodass es prasynaptisch fur die nachste
Neurotransmission zur Verfiigung steht.

Ansonsten kann GABA auch noch durch die GABA-Transaminase zu
Succinatsemialdehyd abgebaut werden und dessen Kohlenstoffkette nach Oxidation
zu Bernsteinsaure in den Zitratzyklus eingeschleust werden. In Gliazellen kann sich

die Bildung von Glutamin und damit wieder von GABA anschliel3en.

Zusatzlich zu VGAT wurden bisher vier verschiedene Transporter fir GABA definiert:
GAT-1 (GABA-Transporter), GAT-2, GAT-3 und GAT-4. Von besonderer Bedeutung
fur den Abtransport von GABA aus dem synaptischen Spalt sind vor allem GAT-1
und GAT-3.

GAT-1 kommt im Kortex (130), im Hippokampus (131) und im Zerebellum (132) vor.
Er befindet sich sowohl an Gliazellen, Interneuronen, als auch Pyramidenzellen
(131). GAT-3 kommt exklusiv glial vor, u.a. im prafrontalen und temporalen Kortex
(133). GAT-2 konnte bei der Ratte im Kleinhirn (134), im Pigmentepithel der Retina

sowie im nicht-pigmentierten Ziliarepithel nachgewiesen werden (135).

2.3.2. Pathologie des GABAergen System

Es gibt Hinweise auf verdnderte GABAerge Neurotransmission im prafrontalen
Kortex in der Schizophrenie.

Im Einzelnen wurde in post mortem Untersuchungen ein Verlust von Interneuronen in
oberflachlichen kortikalen Schichten (136) und eine Reduktion der Dichte von
Interneuronen, welche mRNA fur die GADg; exprimieren, gefunden (137).

Weitere Untersuchungen zeigten eine erhdohte GABAa-Rezeptorbindung und
erniedrigte Expression der GADg;. So wurde im prafrontalen Kortex von
schizophrenen Patienten eine verminderte GADg7-Expression gefunden (137;138).
Aus vorhergehenden Untersuchungen der Arbeitsgruppe mit Haloperidol und
Clozapin ist bekannt, dass Antipsychotika die Expression der GADg; nicht
supprimieren, sodass der post mortem Befund kein Artefakt ist (139). Eine geringere
Bereitstellung von GABA fiihrt zu einer herabgesetzten GABAergen Hemmung in
Bereichen des ZNS und bedeutet gleichzeitig, dass sich die
Glutamatkonzentrationen erhdhen, sodass es zu motorischen Stérungen, wie z.B.

epileptischen Anfallen kommen kann.
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Bezuglich der Expression der GABAergen Transporter zeigten post mortem
Untersuchungen, dass GAT-1 bei schizophrenen Patienten im prafrontalen Kortex
erniedrigt (140;141), im Gyrus cinguli dagegen erhoht (142) ist. Die Erniedrigung
kénnte Folge einer verminderten Anzahl von Interneuronen sein, die Erhdhung
kénnte auf eine Verminderung der GABAergen Transmission hinweisen.

Diese Studien geben einen Hinweis auf die Beteiligung des GABAergen Systems in
der Pathophysiologie der Schizophrenie. Da die meisten Patienten allerdings bereits
Uber Jahre mit Antipsychotika behandelt wurden, kdnnen diese Veranderungen
medikamentos konfundiert sein, sodass dies noch genauer untersucht werden muss.
In vorherigen Untersuchungen mit Clozapin und Haloperidol konnte eine Induktion
der GAT-1 Expression im préafrontalen Kortex, kortikalen, kortikolimbischen und
hippokampalen Regionen nach Langzeittherapie festgestellt werden, sodass es
unwahrscheinlich ist, dass die oben erwahnte reduzierte GAT-1 Expression
medikamentenbedingt ist (143). Eher scheinen Antipsychotika diesen Abweichungen
entgegenzuwirken, wie unter Einbeziehung der in dieser Arbeit gewonnenen

Ergebnisse im Kapitel 5.5.1.2. eingehender diskutiert wird.

Neben Verédnderungen der Neurotransmission gibt es auch Hinweise aus
bildgebenden Studien fur strukturelle und funktionelle Veranderungen in diversen

Hirnregionen, auf welche im Folgenden kurz eingegangen wird.

2.4. Bildgebende Untersuchungen und Aminosauren-Neurotransmission

2.4.1. Evidenz funktioneller Veranderungen mittels bildgebender Verfahren
Neben strukturellen Auffélligkeiten brachten bildgebende Verfahren, wie die
Magnetresonanz-Spektroskopie (=MRS) oder die Positronen-Emissionstomographie
(=PET) beim Menschen, Evidenz fur funktionelle Veranderungen der
Neurotransmission von GABA und Glutamat bei schizophrenen Patienten.

2.4.1.1. Magnetresonanz-Spektroskopie (MRS)

Inzwischen kdnnen neben N-Acetyl-Aspartat (= NAA) auch andere Metabolite, wie
z.B. die Neurotransmitter Glutamat und GABA, durch die MRS nachgewiesen werden
(144).

Eine MRS-Studie an 10 gesunden Menschen, welche subanésthetische Dosen von

Placebo oder Ketamin erhielten, fihrte zu einem signifikanten Anstieg des anterioren
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zingularen Glutamins unter Ketamin-Verabreichung. Dies war zwar nicht mit
schizophrenie-ahnlichen positiven oder negativen Symptomen verbunden aber mit
einer Storung im Erkennen und Zuordnen von Farben. So konnte hiermit
nachgewiesen werden, dass eine akute NMDA-Rezeptor-Unterfunktion mit erhéhter
glutamaterger Aktivitéat im vorderen zingularen Bereich einhergeht (145).

Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass Glutamin und Glutamat in
dorsalen und rostralen Regionen des anterioren zinguldren Kortex (= ACC) bei
schizophrenen Patienten nicht verandert waren (146).

Rusch et al. zeigten in einer Untersuchung, dass die Glutamat-Level im

Hippokampus bei Schizophreniepatienten erhdéht waren (147).

2.4.1.2. Positronenemissionstomographie (PET)

Die PET misst die Strahlung, welche von den in die Zellen aufgenommenen
radioaktiven Positronen ausgeht und stellt somit eine stoffwechsel- und
aktivitatssensitive Methode.

2.4.1.3. Funktionelle Magnetresonanztomographie (fMRT)

So konnte mit Hilfe der funktionellen Bildgebung (fMRT) bei Schizophrenen eine
verminderte Durchblutung bzw. ein Hypometabolismus im Bereich des Frontalhirns
nachgewiesen werden. Auf3erdem war eine Zuordnung kognitiver Stérungen zu
Auffalligkeiten in anatomischen Strukturen wie dem Thalamus oder préafrontalen
Kortex moglich. Veranderungen in der Rezeptordichte und Neurotransmittersynthese,
insbesondere im dopaminergen System, konnten beschrieben werden (148;149).

2.5. Molekularer Mechanismus der Wirkung von Antipsychotika

2.5.1. typische Neuroleptika: Haloperidol

Die Therapie schizophrener Psychosen wurde in den 50er Jahren des letzten
Jahrhunderts durch die Entdeckung antidopaminerger Antipsychotika revolutioniert.
Im Rahmen von pharmazeutischen Entwicklungsprogrammen fir Anthelminthika
(Wurmmittel) wurde u.a. das Phenothiazinderivat Chlorpromazin entwickelt. Laborit
machte die Beobachtung, dass es den vor gro3en Operation auftretenden Stress
verminderte und die Psychiater Delay und Deniker wandten daraufhin das
Chlorpromazin bei schizophrenen Patienten an, welches die Symptomatik deutlich

verbesserte (29). Zur gleichen Zeit wurde das Rauwolfia-Alkaloid Reserpin isoliert
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und von dem amerikanischen Psychiater Kline zur Behandlung von Psychosen
empfohlen. Seit 1955 wird der Begriff Neuroleptika fur Chlorpromazin und alle
wirkungséhnlichen Pharmaka verwandt. Die Gruppe der Butyrophenone, zu denen
das Haloperidol gehért, wurde 1958 entdeckt (150). Der chemische Name von
Haloperidol lautet  4-[4-(4-Chlorphenyl)-4-hydroxypiperidino]-4-fluorbutyrophenon
(Summen- und Strukturformel von Haloperidol im Anhang Abb. 1).

Typika (traditionelle, ,klassische Neuroleptika) werden wegen ihrer chemischen
Struktur in die Untergruppen Phenothiazine, Thioxanthene, Butyrophenone,
Biperidone und Benzamide eingeteilt. All diesen Substanzen ist ein Antagonismus an
D,-artigen Dopamin-Rezeptoren gemeinsam. Sind hiervon die D;-Rezeptoren im
Bereich des nigro-striatalen Dopaminsystems betroffen, steigt die Gefahr
extrapyramidale Effekte wie Frihdyskinesien, Parkinsonoid, Akathisie und
Spatdyskinesien auszulosen (151). Aul3erdem fuhrt der Dopamin-Antagonismus im
tubero-infundibul&ren Dopaminsystem zu einer Enthemmung der Prolaktinsekretion.
Das bei physiologischen Vorgangen freigesetzte Dopamin, welches Uber die
Portalgeféal3e in die Adenohypophyse gelangt, um dort die Sekretion von Prolaktin zu
hemmen, kann nicht mehr an seine Rezeptoren binden, wodurch verschiedene
Nebenwirkungen wie Galaktorrhoe, Alibidinie und erektile Impotenz auftreten kdnnen
(152). Diese genannten unerwinschten Wirkungen haben alle Antipsychotika der
ersten Generation gemeinsam und werden deshalb als ,typisch® oder als
.Neuroleptika“ bezeichnet.

Die antipsychotische Wirkung der Neuroleptika manifestiert sich langsam, im Verlauf
von Tagen bis wenigen Wochen. Es kommt zu einer Blockade prasynaptischer
freisetzungshemmender D,-Autorezeptoren und der Ausschaltung inhibitorischer
neuronaler Regelkreise durch die Neuroleptika. Bei fortgesetzter Behandlung nimmt
die Dopaminfreisetzung aufgrund regulatorischer Veranderungen wieder ab, sodass
der neuroleptikabedingte kompetitive Antagonismus an den postsynaptischen Do-
Rezeptoren immer starker zum tragen kommt (25).

Die Positivsymptomatik ist mit typischen Neuroleptika sehr gut zu behandeln. Es
kommt zur Beseitigung oder Abschwéachung produktiver psychotischer Symptome
und somit zu einer guten Wirksamkeit gegen Symptome wie Denkstérungen,
Wahnideen oder Halluzinationen. Diese Wirkung beruht auf der Blockade der D-

Rezeptoren im Bereich des mesolimbischen Dopaminsystems (25).
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Die Negativsymptomatik ist nur unzureichend beeinflussbar, da das mesolimbische
System funktionell mit diesen affektiven und kognitiven Symptomen verknupft ist, und
eine Blockade der D,-Rezeptoren in diesem Bereich funktionell eher stort, da
neuronale Zentren mit Bezug zur Empfindung von Lust und Freude antidopaminerg
blockiert werden. AuRerdem besteht die Méglichkeit, dass in diesem Zusammenhang
Defizite im glutamatergen System eine Rolle spielen, welche durch die typischen
Neuroleptika nicht beeinflusst werden.

2.5.2. Atypische Antipsychotika: Clozapin und Aripiprazol

2.5.2.1. Clozapin

Mit Clozapin wurde erstmals eine Substanz ohne nennenswerte Gefahr der in 2.5.1.
genannten extrapyramidalen Nebenwirkungen eingefiihrt, sodass sich die
Bezeichnung eines ,atypischen® Antipsychotikums etablierte. Der chemische Name
von Clozapin lautet 8-Chlor-11-(4-methylpiperazin-1-yl)-5H-dibenzo[b,e] [1,4]diazepin
(Summen- und Strukturformel im Anhang Abb. 2).

Weitere Repréasentanten atypischer Antipsychotika sind: Risperidon, Amisulprid,
Olanzapin, Ziprasidon, Quetiapin, Aripiprazol, Sertindol und Paliperidon.

Das ,atypische” Antipsychotikum Clozapin z.B. ist ein Antagonist am Serotonin 5-
HT.a-Rezeptor und hat eine hdhere Affinitdt zum D4-Rezeptor als zum D,-Rezeptor
(42).

Die Abschwéchung der Positivsymptomatik kann auf die Balance zwischen
antidopaminerger und antiserotonerger Blockade zurtickgefuhrt werden (42).
AuBerdem zeigt Clozapin keine oder geringere Nebenwirkungen im Bereich der
Motorik und keine Hyperprolaktindmie, sodass es zur Verminderung von
extrapyramidal-motorischen Symptomen kommt (47).

Des Weiteren schwacht es die Negativsymptome ab, was auf seine blockierende
Wirkung am 5-HT,a-Rezeptor zurickgefuhrt wird.

Glutamaterge Effekte der ,atypischen® Antipsychotika werden unter anderem auch
durch die dynamische Wechselwirkung zwischen dem 5-HT4-Rezeptor und 5-HTa-
Rezeptor ausgelbt, welche zu einem Netto-Anstieg der Glutamatfreisetzung in den
betroffenen Neuronen fihrt (42). Gleichzeitig konnte Meltzer et al. (42) nachweisen,
dass diverse 5-HTia-Agonisten die Dopaminfreisetzung im prafrontalen Kortex und
im Hippokampus erhéhen und somit eine wichtige Funktion bezuglich der

Behandlung kognitiver Symptome innehaben.
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Clozapin-Nebenwirkungen sind durch Interaktion mit 5-HT-, Histamin (H)- und
Acetylcholinrezeptoren zu erklaren: Gewichtszunahme, aufgrund der Blockade der 5-
HT,c-Rezeptoren (153) sowie H;-Rezeptoren (154;155) und Schlafrigkeit, ausgelost
durch die Blockade der Hi-Rezeptoren (155). Zusatzlich kann es zu einer in

Einzelféllen irreversibel verlaufenden Agranulozytose kommen (155).

2.5.2.2. Aripiprazol

Das Quinolonderivat Aripiprazol ist ein neuartiges atypisches antipsychotisches
Medikament zur Behandlung von Schizophrenie und schizoaffektiven Stérungen mit
einem innovativen pharmakologischen Profil.

Die chemische Bezeichnung lautet 7-(4-[4-(2,3-Dichlorophenyl)-1-
piperazinyl]butyloxy)-3,4-dihydro-2(1H)-quinolinon oder OPC-14597 (Summen- und
Strukturformel im Anhang Abb. 3).

Aripiprazol ist ein wirksamer partieller Agonist am Dopamin-D,-Rezeptor, genauer
gesagt ein Agonist an prasynaptischen Dopamin-Autorezeptoren, welche die
Dopaminfreisetzung hemmen, und ein Antagonist an postsynaptischen D,-
Rezeptoren (156-159).

Pharmakologische Studien wiesen deutlich auf differenzielle Effekte an Dopamin-
Rezeptoren hin.

Wie erwahnt, blockieren viele typische Antipsychotika vor allem postsynaptische D,-
Rezeptoren. Sie wirken so hauptséchlich auf die Positivsymptomatik, rufen durch die
Blockade aber haufig extrapyramidale Nebenwirkungen und Hyperprolaktindmie
hervor.

Vergleichende Studien zwischen Aripiprazol, Haloperidol und Risperidon beztglich
der Auslésung von Katalepsie und Veranderungen im striatalen und dopaminergen
Metabolismus zeigten, dass Aripiprazol auf letzteren nur subtile Effekte hat. Die
Herabsetzung der Katalepsie nach chronischer Verabreichung lasst grundlegende
Unterschiede in der dopaminergen neurochemischen Wirkung von Aripiprazol

gegenuber den anderen beiden Antipsychotika vermuten (160).

2.5.2.2.1. Wirkung auf prasynaptische Dopamin-Autorezeptoren
Aripiprazol stimuliert prasynaptische Dopamin-Autorezeptoren, was sich an einer
erniedrigten Tyrosinhydroxylase-Aktivitat zeigte. AuRerdem wurde ein y-Butyrolacton-

induzierter Anstieg der 3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA)-Akkumulation gefunden,
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welcher durch Aripiprazol gehemmt wurde, woraus sich ebenfalls eine Wirkung von
Aripiprazol auf Autorezeptoren an Dopaminnervenendigungen vermuten lasst (156).
Aufgrund der Antagonisierung des hemmenden Effektes von Aripiprazol auf die
DOPA-Akkumulation durch Haloperidol konnte angenommen werden, dass die
Wirkung von Aripiprazol auf einer Stimulation von Dopamin-Rezeptoren beruht (156).
Zusammen mit dem Befund, dass Aripiprazol keine Hyperlokomotion auslést, ergibt
sich, dass es nicht zur Stimulation von postsynaptischen Dopamin-Rezeptoren,
sondern vermutlich von prasynaptischen Dopamin-Autorezeptoren kommt.

In einer Studie von Jordan et al. (161) fuhrte Aripiprazol zu einem leichten Anstieg
von DOPAC (= 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure) und HVA (= Homovanillinsdure) im
PFC, woraus ebenfalls auf eine partiell agonistische Aktivitat auf prasynaptische

Dopamin-Autorezeptoren geschlossen wurde.

2.5.2.2.2. Wirkung auf postsynaptische Dopamin-Rezeptoren

Die funktionell antagonistische Wirkung von Aripiprazol an postsynaptischen
Dopamin-Rezeptoren unter hyperdopaminergen Bedingungen liel3 sich u.a. durch die
Hemmung der Apomorphin induzierten Stereotypie genauer nachweisen (156;157).
Es zeigt aber funktionell agonistische Eigenschaften unter hypodopaminergen
Bedingungen, z.B. bei der Blockade der erh6hten Dopaminsynthese in mit Reserpin
behandelten Ratten (156).

2.5.2.2.3. Wirkung auf Serotonin-Rezeptoren

Des Weiteren wurde eine partiell agonistische Aktivitatt am Serotonin 5-HTia-
Rezeptor (161-163) und antagonistische Aktivitdt am 5-HT,a-Rezeptor festgestellt
(161;162; 164).

In einer Studie von Bortolozzi et al. wurde nachgewiesen, dass Aripiprazol Uber
Aktivierung des 5-HTia-Rezeptors die Serotonin- und Dopaminfreisetzung im PFC
moduliert (165).

Aufgrund des 5-HTaa-Antagonismus fihrt Aripiprazol nur extrem selten zu
extrapyramidalen Nebenwirkungen und zeigt eine bessere Wirksamkeit gegentber
der Negativsymptomatik der Schizophrenie verglichen mit Placebo-Kontrollen
(166;167).
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2.5.2.2.4. Klinische Aspekte

In klinischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Aripiprazol im Vergleich
mit Haloperidol die Ubererregung verbesserte, ohne Nebenwirkungen wie Sedation
auszuldsen (168). Vergleichende Studien mit anderen Antipsychotika zeigten, dass
Aripiprazol einen signifikanten Vorteil gegeniber jenen zeigte bezlglich geringeren
Auftretens von extrapyramidalen Nebenwirkungen und Akathisie (169;170). Trotz
einiger gelegentlich  auftretender  Nebenwirkungen (wie z.B. erhohte
Blutglukosewerte, Schlafrigkeit, Ubelkeit) war die Akzeptanz bei den Patienten
gegenuber Aripiprazol besser als gegeniber anderen Antipsychotika, was sich in
einer fortgesetzten langfristigen Therapie aul3erte (170). Eine Studie von Kane et al.
untersuchte das Nachlassen der Symptome bei akut erkrankten Patienten die Uber
ein Jahr entweder mit Haloperidol oder Aripiprazol behandelt wurden. Es zeigte sich,
dass die Symptome unter Aripiprazolbehandlung bereits in einem kirzeren Zeitraum
besser zuriickgingen als unter Haloperidolbehandlung (171).

Aripiprazol ist klinisch in der Behandlung der akuten Symptome der Schizophrenie
wirksam. Die aktuell vorliegende Studienlage legt nahe, dass Aripiprazol eine
weitreichende Wirksamkeit auf die Symptome der Schizophrenie, sowohl positiv als
auch negativ, hat mit niedrigem Risiko von Nebenwirkungen, da es an Dopamin- und
Serotonin-Rezeptoren wirkt und vermutlich das Dopamin-Serotonin-System
stabilisiert (163;164;172).

2.6. Aufgabenstellung

Untersuchungen zur molekularen Neurobiologie schizophrener Psychosen konnten
die komplexe Pathophysiologie bislang nicht komplett aufklaren, wiesen aber neben
Veranderungen in der serotonergen und dopaminergen Neurotransmission auch auf
Storungen der Funktion der Aminosauren-Neurotransmitter Glutamat und GABA hin.
Diese qilt es in Hinblick auf Pathogenese und Therapie naher zu erforschen, wozu
sehr unterschiedliche Methoden wie bildgebende, neurogenetische Ansétze, aber
auch zellulare und molekulare post mortem-Studien beitragen. Da die meisten
verstorbenen Patienten bereits Uber einen langen Zeitraum mit Antipsychotika
behandelt wurden, ist es aber schwierig, durch neurobiologische Pathogenese-
Forschung an post mortem Material die pathogenetischen Verdnderungen zu
definieren und von denen abzugrenzen, welche durch Medikamente bedingt sein

kénnten. Daher ist zur Kontrolle pharmakogener Effekte auf die GABAerge und
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glutamaterge Neurotransmission bzw. zur Feststellung eines Zusammenhangs zum
pathophysiologischen Prozess die Entwicklung von Tiermodellen fur die
Langzeittherapie mit Antipsychotika von Bedeutung.

Frihere Studien mit Haloperidol und Clozapin konnten bereits Effekte
antipsychotischer Medikamente in den Systemen der Aminosauren-Neurotransmitter
GABA und Glutamat beschreiben, sodass Versuche, in denen Ratten mit Aripiprazol
behandelt werden, dazu beitragen konnen, Hinweise auf die differenzielle Wirkung
dieses Medikamentes auf die Expression spezifischer Markergene und Rezeptoren
zu erhalten.

In einem weiteren Sinn sind Tiermodelle fur die psychopharmakologische
Grundlagenforschung der  Antipsychotika unerlasslich, da  alternative
Untersuchungsmethoden, wie Zell- und Gewebekulturen nicht die biochemischen
Wechselwirkungen innerhalb der verschiedenen Neurotransmittersysteme im Verlauf
einer humanen Langzeittherapie modellieren kbnnen.

Aripiprazol wirkt als partieller Agonist am Dopamin-D,-Rezeptor, partieller Agonist am
Serotonin  5-HT1a-Rezeptor und als Antagonist am 5-HT,a-Rezeptor. In der
Behandlung mit Aripiprazol wurden gute Effekte auf Kognition und Negativsymptome,
die mit glutamatergen und GABAergen Funktionen verknUpft sind, erzielt.

Das dopaminerge System steht in enger und wechselseitiger Regulation mit den
Aminosauren-Neurotransmittern Glutamat und GABA und eine funktionelle
Verbindung zwischen der Neurotransmission von Monoaminen und Aminosauren wie
Glutamat und GABA wird vermutet.

Auf diesen Grundlagen stellten wir die Hypothese auf, dass Aripiprazol Markergene
des glutamatergen und GABAergen Systems in ihrer Expression verandert und
pruften diese im Tierversuch mittels chronischer oraler Antipsychotika-Behandlung
Uber 4 Wochen und 4 Monate. Das Expressionsniveau glutamaterger (vGIuT1,
EAAT1-4, NMDA-Rezeptoruntereinheiten NR1-NR2D) und GABAerger (GADgy,
VGAT, GAT-1, GAT-3) Markergene sollte mittels semiquantitativer In situ-
Hybridisierung unter Verwendung radioaktiv markierter Sonden (**S-in vitro
Transkription) dargestellt werden. Zur Quantifizierung planten wir eine Digitalisierung
der Autoradiogramme, deren Densitometrie mittels Bildanalyse (AlIS-Software) und
die statistische Evaluation der Daten.

Die erzielten Ergebnisse sollten dann auf dem Hintergrund vergleichbarer Daten zu

den Antipsychotika Haloperidol und Clozapin sowie im Vergleich zu Veranderungen,
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die in humanen post mortem-Studien erzielt wurden, diskutiert werden. Ferner
erscheinen weitere Aufschliisse Uber die molekular-pharmakologischen Effekte von
Aripiprazol moglich.
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3. Material und Methoden

3.1. Prifsystem

3.1.1. Tiere und Tierhaltung

Fur die Versuche wurden ménnliche Sprague-Dawley Ratten eingesetzt, welche von
der Firma Janvier (Le Genest St Isle, Frankreich) im Alter von 5 Wochen geliefert
wurden. Die Ratten wurden im Tierhaus des Zentralinstituts fir Seelische Gesundheit
Mannheim gruppenweise zu je 3 oder 4 Tieren in standardisierten Rattenk&figen
(Grofke IV) der Firma Ehret (Emmendingen, Deutschland) unter einem 12-Stunden-
Hell-Dunkel-Zyklus gehalten, wobei die Hellphase morgens um 7 Uhr startete.

Futter der Firma Sniff (Soest, Deutschland) und Wasser wurden ad libitum
angeboten.

Alle experimentellen Vorgange wurden in eine Tierversuchsgenehmigung (AZ 35-
9185.81/G-6/05) dargestellt und durch das Regierungsprasidium Karlsruhe
genehmigt. Die Untersuchung wurde in Ubereinstimmung mit der Richtlinie der
Europaischen Gemeinschaft vom 24. November 1986 (86/609/EEC) durchgefihrt.
Nach einer Woche der Anpassung an die neuen Haltungsbedingungen wurden
Korpergewicht und tagliche Wasseraufnahme gemessen und die orale Behandlung
mit Aripiprazol begonnen. Die Wasseraufnahme wurde regelmafig dadurch
bestimmt, dass die Trinkflaschen der Ké&fige gewogen wurden, sodass die
Trinkmenge in ml pro Tier im Kéafig abgeschatzt werden konnte. Die Ziel-Dosen von
10 mg/kg bzw. 40 mg/kg Aripiprazol wurde an die Trinkmenge sowie das

Kdrpergewicht der Ratten angepasst.

3.1.2. Geréte und Materialien

Die bei den Versuchen benutzten Glas- und Plastikmaterialien wurden autoklaviert,
andere Gerate wurden mit RNAse deaktivierenden Reinigungsmitteln (RNAse
AWAY, Firma Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) behandelt. Alle verwendeten
Chemikalien wurden von der Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

bezogen, sofern nicht anders angegeben. (Verwendete Lésungen s. Anhang.)

3.1.3. Prifmaterial, Applikationsart und Dosierung
Das Antipsychotikum Aripiprazol wurde durch die Bristol-Myers Squibb Company,
USA kostenlos als Reinsubstanz zur Verfigung gestellt. Gemal3 bereits bekannten

toxikologischen Informationen (nicht publizierte Daten der Bristol-Myers Squibb

40



Segnitz Effekte von Aripiprazol auf Glutamat und GABA

Company) wurden orale Dosen von 10, 30 und 60 mg/kg/Tag fur 26 Wochen gut
vertragen. Des Weiteren wurde festgestellt, dass Suspensionen von 0,003 % und 0,3
% Aripiprazol in Wasser mit dem Stabilisator Gummi arabicum (1%) bei einer
Temperatur unter 10°C und lichtgeschutzt fur bis zu 14 Tage stabil und homogen
sind.

Gemald dieser Information wurden fur die hier beschriebenen Experimente
Suspensionen von Aripiprazol in 5%igem Gummi arabicum 3x pro Woche hergestellt
und mit Wasser zu einer Endkonzentration von 1% Gummi arabicum verdinnt.

Durch Wiegen der Trinkflaschen, zur Bestimmung der Trinkmenge, und der Tiere
wurde die Aripiprazoldosis von 10 mg/kg/d (n=13) und 40 mg/kg/d (n=13) der
taglichen Wasseraufnahme und der Gewichtszunahme angepasst und 3x pro Woche
Uber Trinkflaschen verabreicht. Gleichzeitig erhielt eine unbehandelte Kontrollgruppe

(n=12) 1%iges Gummi arabicum in Wasser Uber Trinkflaschen.

3.1.4. Tierzahl, Gruppeneinteilung und Untersuchungszeitpunkte

Insgesamt standen fir den Versuch 38 Tiere zur Verfuigung, welche in 3 Gruppen
eingeteilt wurden. Die Kontrollgruppe A bestand aus 12 Tieren, Gruppe B (10
mg/kg/d Aripiprazol) und Gruppe C (40 mg/kg/d Aripiprazol) bestanden jeweils aus
13 Tieren. Jede Gruppe wurde verteilt auf Kafige mit je 3 bzw. 4 Tieren, wobei

Details der Tabelle 1 entnommen werden kénnen.

Tab. 1: Gruppeneinteilung:

Gruppe A — Kontrolle B — 10 mg/kg/d C — 40 mg/kg/d

Tierzahl — insgesamt | 12 13 13

Anzahl Kéafige

Tiere in Kéafig 1

Tiere in Kafig 2

Tiere in Kafig 4

4 4 4
3 3 3
3 3 3
Tiere in Kafig 3 3 3 3
3 4 4
A B C

Tiernummern 1-A12 1-B13 1-C13

Nach 4 Wochen (18 Ratten in 3 Gruppen, n=6) und 4 Monaten (20 Tiere in 3
Gruppen: Gruppe A: n=6, Gruppe B und C: n=7) wurden die Ratten dekapitiert. Zur

Hirnpraparation wurde zugig das Fell vom Kopf entfernt, die Schadeldecke mit einer
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Knochenzange eréffnet und die Gehirne aus dem kndchernen Schadel prapariert.
Anschlieiend wurden die Gehirne in Isopentan schockgefroren, das in Umgebung
von flissigem Stickstoff vorgekuhlt war. Die gefrorenen Gehirne wurden in Parafilm
und Aluminiumfolie verpackt, beschriftet und stofl3fest in Falcon-Réhrchen bei -80°C

gelagert.

3.2. Experimenteller Teil

3.2.1. Hirnschnitte und Fixierung

Fur die In situ-Hybridisierung wurden am Kryostat (Leica CM3050 S; Fa. Leica,
Nussloch, Deutschland) bei -20°C koronare Schnitte der Rattenhirne in einer Dicke
von 20 um auf der Ebene des vorderen zingularen Kortex (Entfernung zum bregma:
+0,2 mm, Tafel 17, (173)) und des dorsalen Hippokampus (Entfernung zum bregma:
-3,80 mm, Tafel 33, (173)) angefertigt und auf Superfrost plus Objekttrager (MICROM
International GmbH, Walldorf, Deutschland) aufgezogen. Anschlie3end wurden die
Schnitte in 4%igem Paraformaldehyd bei Raumtemperatur unter permanenter
Zirkulation durch Riuhren fur 10 bis 15 Minuten fixiert und danach zweimal in 1fach
PBS fur jeweils 10 Minuten gewaschen und in einer aufsteigenden Ethanolreihe
(50%, 75%, 90%, 100%, 100%) dehydriert. Bis zur weiteren Bearbeitung der Schnitte
wurden die Objekttrager bei -80°C gelagert.

Vor der Acetylierung wurden die Kastchen mit den Objekttrdgern zunachst auf eine
Temperatur von -20°C gebracht und die Objekttrager in Klvettenstadnder aus Glas
sortiert.

Anschlieend wurden die Objekttrager mit den Schnitten in Kivetten mit
Acetylierungslésung (siehe Materialien) Uberfihrt und fur 10 Minuten unter
permanenter Zirkulation (Magnetrihrstadbchen) inkubiert. Es folgte ein zweimaliges
Waschen in einfach konzentrierter PBS-LOsung fur jeweils 10 Minuten. Nach diesen
Waschschritten schloss sich eine Dehydrierung in einer aufsteigenden Ethanolreihe
(50%, 75%, 90%, 100%, 100%) an. Danach wurden die Objekttrager in Kastchen
sortiert und kurzfristig bei 4°C bis zur In situ-Hybridisierung gelagert.
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3.2.2. In situ-Hybridisierung

3.2.2.1. Grundprinzip der In situ-Hybridisierung

Die In situ-Hybridisierung ist eine Methode, die direkt im Gewebsverband (in situ)
durch eine Hybridisierungsreaktion die Anwesenheit spezifischer mMRNA-Sequenzen
semiquantitativ nachweist.

Der zu untersuchende Gewebeschnitt wird mit einer Hybridisierungslésung inkubiert,
welche eine radioaktiv markierte Ribonukleinsauresonde in komplementéarer
Leserichtung (antisense-Orientierung) enthalt.

Hierbei finden sich ein Strang dieser mRNA Sonde (antisense) und ein
komplementérer Strang der Ziel-mRNA (sense-Orientierung) im Gewebe zu einem
dann radioaktiv markierten Doppelstrang zusammen.

Da hierfur eine intakte Gewebemorphologie wichtig ist, werden die Hirnschnitte
vorher fixiert. In ausfuhrlichen Waschschritten werden einzelstrangige RNAs der
Sonde entfernt und mit einer fur einzelstrangige RNAs spezifischen RNAse
enzymatisch abgebaut, sodass schlie3lich nur Signale aus der spezifischen

Hybridisierung fur die semiquantitative Evaluierung zur Verfiigung stehen.

3.2.2.2. Durchfuhrung der In situ-Hybridisierung

Die In situ-Hybridisierung wurde an jeweils 2 koronaren Schnitten von jedem Tier
(nach 4 Wochen: Gr. A/B/C n=6 pro Gruppe bzw. nach 4 Monaten: Gr. A n=6, Gr.
B/C n=7 pro Gruppe) mit **S-UTP-markierten cRNA-Sonden von Genen, aufgefiihrt
in Tabelle 2, durchgefihrt. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Molekulare
Schizophrenieforschung (AG Zink) war die Prazision der subklonierten cDNA (=
Desoxyribonukleinsédure)-Fragmente durch kommerzielle Sequenzierung Uberprift
worden, ebenso wie die Orientierung im Vektor (s. Tab. 2). Dabei war in
Pilotexperimenten die Spezifitit der antisense-Sonden im Vergleich zu

Negativkontrollen in sense-Orientierung kontrolliert worden.
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Tab. 2: Gene zur In situ-Hybridisierung:

In nachfolgender Tabelle werden die Gene, welche in unserer Untersuchung durch
semiquantitative radioaktive In situ-Hybridisierung analysiert wurden, dargestellt. Des
Weiteren liefert sie Informationen Uber die Position der subklonierten cDNA-
Fragmente, welche fir die in vitro-Transkription in vertffentlichten Sequenzen

(Nomenklatur der Gen-Bank www.ncbi.gov.com) benutzt wurden.

Gen Gen-Bank Sequenz GroRe der ISH-
Aufzahlungsnr. Probe (bp)
vGluT1 U07609 296 — 720 425
rEAAT1 S59158 2834 - 3229 415
rEAAT2 X67857 1190 - 1626 436
rEAAT3 D63772 2092 - 2692 600
rEAAT4 U89608 1417 - 1821 405
rNR1 U08266.1 2472 - 2996 525
NR2A M91561.1 4035 - 4584 551
rNR2B M91562 4030 - 4444 415
NR2C D13212.1 1878 - 2419 542
rNR2D NM 022797.1 2896 - 3413 518
rGAD67 M76177 836 — 1363 528
rGAT-1 M59742 2277 - 2697 421
r'VGAT AF030253 1220 - 1673 454
rGAT-3 M95738 1517 - 1949 433

Fur die Probensynthese wurde von subklonierter cDNA als Matrize cRNA mittels
Vektor- und Orientierungsspezifischer Polymerasen (Sp6, T3 oder T7-RNA-
Polymerase (MBI-Fermentes, St. Leon-Roth, Deutschland)) in vitro transkribiert. Zu
diesem Zweck wurde vom hochverdinnten Plasmid (5 nM) mit cDNA-Insert eine
PCR (Annealing-Temperatur 55°C, 40 Zyklen) durchgefihrt, die die Promotor-
Sequenzen als Primer (T7, T3, SP6) verwendete und so das Insert und angrenzende
Vektoranteile amplifizierte. Diese PCR-Produkte wurden anschlieRend gereinigt
(Quiagen, PCR-Cleanup Kit), in Wasser aufgenommen und im Volumen von 1 pl in

die Synthesereaktion eingesetzt.
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Ansatz (auf Eis) fur die Probensynthese [ul]
- Matrize 1
- NTP-Mix ohne UTP (10mM jeweils) 1
- RNA-Polymerase (20U/pl) 3,5
- RNAse Inhibitor (40U/ul) 1
- DTT (Dithiothreitol, 2,5M, frisch angesetzt) 0,8

3,86 mg auf 10pl

- 3*S.UTP (40mCi/ml) 4

- Polymerase-Puffer (5fach) 4

- Wasser (MilliQ) (bei 1 pl Matrize) 4.7
20 ul

Die Synthese der Probe erfolgte im Wasserbad bei 37°C fur 2 Stunden.
AnschlieBend wurden die Proben mit Wasser auf 50 pl aufgefullt und auf Eis
gelagert.

Die Aktivitat der mit **S-UTP-markierten Proben wurde folgendermaRen bestimmt:
Mini  Quick-Spin-RNA-Columns (Roche Diagnostics, Indianapolis, USA) wurden
vorbereitet, indem die Matrix durch leichtes Vortexen der Saule resuspendiert wurde.
Danach wurde erst der Deckel, dann der Ausflussverschluss gel6st. Die Saule wurde
in ein steriles Eppendorfgefald tberfihrt, welches fur 1 Minute bei 3500 rpm (=
revolutions per minute) in einer Tischzentrifuge zentrifugiert wurde. Anschlielend
wurde die Probe auf die schrdge Flache der Columns aufgetragen und erneut bei
3500 rpm fur 4 Minuten zentrifugiert. Das Eluat wurde mit Hybridisierungspuffer auf
200 pl aufgefillt. Fur die Messung wurde hiervon 1 pl in 4 ml Szintillationslésung
gefullt und im Szintillationsgerét gemessen.

Der erhaltene Messwert reprasentiert die Aktivitat der Probe in cpm (= counts per
minute pro pl Probe) an. Fir die Hybridisierung wurde die Probe auf 5 x 10”cpm in
Hybridisierungspuffer verdinnt.

Der Ansatz fur die Hybridisierung der Schnitte wurde wie folgt fur jeweils 10
Objekttrager vorbereitet:

- 900 pl Hybridisierungspuffer

- 100 pl Hefe-RNA (10mg/ml in Wasser)

- 40 uIDTT (2,5 M: 15,44 mg in 40 pl Wasser)

- Radioaktive Probe mit Endkonzentration von 5 x 10’cpm/Volumen
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Diese Mischung wurde fir 5-10 Min. im Wasserbad bei 70°C erwarmt, um die cRNA-
Proben zu denaturieren und anschliel3end auf Eis schockgekuhlt. Pro Objekttrager
wurden 100 pl der Probe aufgebracht mit einem Deckglas abgedeckt und die
Objekttrager tber Nacht (16 h) Stunden bei 55°C in schwarzen, lichtundurchlassigen
Boxen horizontal inkubiert. Wahrend dieser Zeit fand die Hybridisierung, d.h. das
Anlagern der markierten cRNA an ihr komplementares Gegenstiick im Gewebe statt.
In den Deckel der schwarzen Boxen war ein Tuch eingelegt, das in 2fach SSC/50%
Formamid getrankt war, um ein Austrocknen der Schnitte zu verhindern.

Fur die folgenden Waschschritte wurde 20fach SSC auf 4fach SSC verdinnt. Das
4fach SSC wurde in die schwarzen Hybridisierungsboxen gefillt, die Objekttrager
entnommen, die Deckglaser entfernt und die Objekttrager in eine zweite schwarze
Box mit ebenfalls 4fach SSC umgeschichtet, wobei dieses Set an Objekttragerboxen
fur die Waschung, von jenem, in dem die Hybridisierung inkubiert wurde, peinlich
getrennt wurde.

Anschliel3end wurden die Objekttrager in 2fach SSC fur 5 Minuten gewaschen.

Bis zu diesem Schritt angefallene Losungen wurden als radioaktiver Flissigabfall
entsorgt.

Fur den folgenden RNAseA-Verdau wurde 200 pl RNAseA in 1,5fach SSC gemischt,
zu den Objekttragern in den Boxen gefllt und ftr 30 Minuten bei 37°C inkubiert.
Hiernach folgte eine Waschung in 2fach SSC dber 5-10 Minuten bei
Raumtemperatur, wahrend der das Wasserbad auf 55°C vorgeheizt wurde.
Anschlie3end wurden die Objekttrager in einer Mischung aus 50% Formamid und
2fach SSC bei 55°C im Wasserbad fur 30 Minuten inkubiert. Es schloss sich eine
jeweils 10minutige Waschung in 2fach und 0,2fach SSC bei 55°C an, bevor
nochmals fur 5 Minuten in 0,2fach SSC bei Raumtemperatur gewaschen wurde.
Anschlieend wurden die Objekttrdger in einer aufsteigenden Ethanolreihe
dehydriert, luftgetrocknet und auf Rontgenfilmen (Kodak Biomax MR1, 30x40cm)
zusammen mit **C-Kalibrierungs-Standards (Amersham Perkin Elmer, Wellesley,

USA) fir 2-6 Tage exponiert.

3.3. Semiquantitative Bewertung der Genexpression
Die Autoradiographien wurden mit einer Sony Video Kamera XC ST 70 und der AlS-
Software (Applied Information Systems, Chapel Hill, USA) digitalisiert und

gespeichert. Die Auswertung der Grauwerte als semiquantitatives Mal3 der
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Genexpression erfolgte auf den Ebenen des vorderen zingularen Kortex und der
Hippokampusformation.

Die Auswahl der Hirnregionen wurde durch die spezifischen Bereiche der
Genexpression bestimmt. Typische Beispiele fur die Muster der Expression sind in
Abbildung 4 (siehe Anhang) dargestellt.

Die Graustufen der gleichzeitig exponierten **C-Plastikstandards (Amersham Perkin
Elmer, Wellesley, USA) wurden benutzt, um eine nicht-lineare Kalibrierungskurve zu
errechnen, welche das Verhéltnis zwischen Graustufen und der Konzentration an
Radioaktivitat festlegte.

Unspezifische Signale wurden eigens fur jeden Schnitt definiert, fur die dorsalen
Schnitte im Bereich der weil3en Substanz, welche die hippokampale Region CA1 und
den zerebralen Kortex trennt. Diese Ablesungen wurden von den Graustufen in den
auszuwertenden Regionen (spezifische Bindung = Gesamtbindung - unspezifische
Bindung) abgezogen, mit dem Ergebnis der spezifischen Bindung, welche
semiquantitativ die spezifische mRNA-Menge reprasentiert.

3.4. Statistische Beurteilung

Zur statistischen Beurteilung (SPSS Version 14), untersuchten wir primar auf
Normalverteilung mittels Histogramm und Kolmogorow-Smirnow-Z. Bei fehlendem
Ausschluss der Normalverteilung wandten wir parametrische Methoden an.

Wir berechneten Mittelwert, Median, SD (= Standardabweichung), SEM (=
Standardfehler des Mittelwertes) der Gruppen nach subchronischer (4 Wochen) und
Langzeitbehandlung (4 Monate). Die Mittelwerte der Gruppen wurden durch eine
Varianzanalyse (univariate two-way-ANOVA) mit der post-hoc Methode LSD (=least
square difference) verglichen.

Die Striche auf den Histogrammen stehen fur den Mittelwert (N=6) =+
Standardabweichung (SD).

Signifikante Ergebnisse werden mit Sternchen angezeigt: p < 0,05 (*) und p < 0,01
().

Zusatzlich wurden die parametrischen Korrelationskoeffizienten zwischen der Dosis
von Aripiprazol und der ISH-Signal-Intensitat bestimmt und auf statistische
Signifikanz (p < 0,05) getestet.
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4. Ergebnisse

4.1. Verhalten und Gewichtsverlauf

Die Ratten tolerierten die orale Behandlung mit Aripiprazol und zeigten keine
offensichtlichen Unterschiede im motorischen und sozialen Verhalten. Unter
Futterbereitstellung ad libitum unterschied sich die tagliche Flussigkeitsaufnahme
zwischen den drei Gruppen nicht, wie durch regelméafiges Wiegen der Trinkflaschen
verifiziert wurde.

Die Ratten der 40 mg-Gruppe zeigten eine geringere Zunahme des Korpergewichts
im Vergleich zur 10 mg-Gruppe und zur Kontrollgruppe. Dennoch erwies sich dieser
Unterschied statistisch als nicht signifikant (s. Abb. 5). Korpergewicht und
Aripiprazoldosis zeigten die statistische Tendenz einer negativen Korrelation nach 4
Wochen (p=.12; R=-.334) und 4 Monaten der Behandlung (p=.16; R=-.352).
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Abb. 5: Gewichtsverlauf:
Darstellung der Gewichtszunahme in den zwei mit Aripiprazol behandelten Gruppen
verglichen mit der unbehandelten Kontrollgruppe nach 4 Wochen und 4 Monaten.
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4.2. Ergebnisse der In situ-Hybridisierung
Mittels  semiquantitativer In  situ-Hybridisierung  wurden  Expressionslevel
verschiedener Gene in Hirnregionen, die in die Pathophysiologie schizophrener

Psychosen involviert sind, untersucht.

4.2.1. Glutamaterges System

4.2.1.1.vGluT1

Der Gehalt an mRNA des prasynaptischen vesikuldren Glutamattransporters vGIluT1
(s. Abb. 6) war nach 4 Wochen der Behandlung im Vergleich zur Kontrollgruppe
erhoht in den Bereichen der CAl-Region (10 mg-Gruppe: p=.044), in der CAS3-
Region (10 mg-Gruppe: p=.003; 40 mg-Gruppe: p=.043), im DG (10 mg-Gruppe:
p=.004; 40 mg-Gruppe: p=.007), im OC (= okzipitaler Kortex) (10 mg-Gruppe:
p=.008; 40 mg-Gruppe: p=.047) und im RSG (= retrosplenialer granuléarer b Kortex)
(20 mg-Gruppe: p=.021).

Signifikante parametrische Korrelationen zwischen der Aripiprazoldosis und der
vGIuT1-Expression wurden nach 4-wdchiger Behandlung im DG (R=.581; p=.011)
und im TH (R=.609; p=.007) gefunden.

Nach 4 Monaten der Behandlung mit Aripiprazol war eine signifikante Reduktion von
VvGIuT1l in der 10 mg-Gruppe im Vergleich zur Placebo- und 40 mg-Gruppe zu
erkennen (s. Abb. 7). Im Detail war die Expression von vGIuT1 reduziert im Bereich
der CAl1-Region (Kontrolle: p=.010), der CA3-Region (Kontrolle: p=.017; 40 mg-
Gruppe: p=.016), im DG (Kontrolle: p=.034; 40 mg-Gruppe: p=.013) und im OC
(Kontrolle: p=.049; 40 mg-Gruppe: p=.018).
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Abb. 6: vGlutl (4 Wochen)
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Abb. 7: vGIuT1 (4 Monate)
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4.2.1.2. EAAT1

Der von Gliazellen exprimierte Transmembrantransporter EAAT1 sorgt fiur den
Abtransport von Glutamat aus dem synaptischen Spalt.

Die Expression von EAAT1 erschien nach 4-wochiger Behandlung in der 40 mg-
Gruppe verglichen mit der Kontrollgruppe im PFC signifikant reduziert (p=.046) (s.
Abb. 8).

Nach 4 Monaten jedoch zeigten beide behandelten Gruppen in mehreren
Hirnregionen signifikante Reduktionen in der Expression des EAAT1: in der CA1l-
Region (10 mg-Gruppe: p=.002; 40 mg-Gruppe: p=.000), in der CA3-Region (10 mg-
Gruppe: p=.01; 40 mg-Gruppe: p=.001), im ACC (40 mg-Gruppe: p=.04), im PFC (40
mg-Gruppe: p=.01), im DG (10 mg-Gruppe: .006; 40 mg-Gruppe: p=.001), im OC (10
mg-Gruppe: p=.002; 40 mg-Gruppe: p=.001) und im RSG (10 mg-Gruppe: p=.005; 40
mg-Gruppe: p=.001) (s. Abb. 9).

Eine signifikante parametrische und negative Korrelation zwischen der
Aripiprazoldosis und EAAT1-Expression wurde nach 4-woéchiger Behandlung im PFC
(R=-.489; p=.04) gefunden. Nach 4 Monaten beobachteten wir eine signifikante
negative Korrelation in der CA1-Region (R=-.757; p=.000), in der CA3-Region (R=-
.691; p=.001), im ACC (R=-.477; p=.033), im DG (R=-.689; p=.001), in den HB (R=-
.597; p=.005), im OC (R=-.693; p=.001), im PFC (R=-.575; p=.008) und im RSG (R=-
.693; p=.001).
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Segnitz

Abb. 8: EAAT1 (4 Wochen)
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Abb. 9: EAAT1 (4 Monate)
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4.2.1.3. EAAT2

EAAT?2 ist der quantitativ dominierende Transmembrantransporter auf Gliazellen, der
zusammen mit EAATL fir den Abtransport von Glutamat aus dem synaptischen Spalt
sorgt.

Die mMRNA-Menge von EAAT2 zeigte einen kurzfristigen Anstieg nach 4 Wochen der
Behandlung in der CAl-Region (40 mg-Gruppe: p=.038) (s. Abb. 10), jedoch
signifikante Reduktionen nach 4-monatiger Behandlung in der CA3-Region (10 mg-
Gruppe: p=.041), im DG (10 mg-Gruppe: p=.031) und im OC (10 mg-Gruppe: p=.02)
(s. Abb. 11).

Signifikante Korrelationen wurden nur in Bezug auf eine kurzfristige Erhdhung im
CAl (R=.504; p=.033) gefunden.
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Segnitz

Abb. 10: EAAT2 (4 Wochen)

45000 ~
40000 -
35000 -
30000 -
25000 -
20000 -
15000 ~
10000 -
5000 ~

ba/g

PFC

CPU

RSG ACC

DG ocC

0 _
CA3
O Kontrolle @ 10 mg-Gruppe B 40 mg-Gruppe

CAl

Abb. 11: EAAT2 (4 Monate)
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4.2.1.4. EAAT3

Die Expression des neuronalen Glutamattransporters war nach 4 Wochen mehr oder
weniger unverédndert. Nach 4 Monaten jedoch zeigte sich eine signifikante Reduktion
in der CAl-Region (10 mg-Gruppe: p=.009; 40 mg-Gruppe: p=.001), in der CAS3-
Region (10 mg-Gruppe: p=.006; 40 mg-Gruppe: p=.002), im DG (10 mg-Gruppe:
p=.03; 40 mg-Gruppe: p=.021), im OC (10 mg-Gruppe: p=.017; 40 mg-Gruppe:
p=.012) und im RSG (10 mg-Gruppe: p=.034; 40 mg-Gruppe: p=.005) (s. Abb. 12).
Signifikante, negative Korrelationen wurden nach 4-monatiger Behandlung gefunden
in der CAl-Region (R=-.693; p=.001), in der CA3-Region (R=-.646; p=.002), im DG
(R=-.520; p=.019), im OC (R=-.552; p=.012) und im RSG (R=-.616; p=.004).

Abb. 12: EAAT3 (4 Monate)
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4.2.1.5. EAAT4

Bei der Expression des neuronalen Glutamattransporters EAAT4 kam es zu keinen
grolReren Unterschieden. Im DG konnten wir eine signifikante Induktion bei Vergleich
der 10 mg- und 40 mg-Gruppe (p=.039) nachweisen. Im Gegensatz hierzu wurden
signifikante Reduktionen im ACC (p=.028) und im PFC (p=.048) nach 4 Wochen
beobachtet (s. Abb. 13). Die zuletzt genannten Veranderungen zeigten eine
signifikante negative Korrelation mit der Aripiprazoldosis (ACC: R=-.566; p=.022;
PFC: R=-.521; p=.039).

Abb. 13: EAAT4 (4 Wochen)
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4.2.1.6. NMDA-Rezeptor-Untereinheiten

Unter den verschiedenen Glutamatrezeptoren wurde der NMDA-Rezeptor
insbesondere in die neurobiologischen Theorien der Schizophrenie einbezogen. Der
multimere Rezeptor setzt sich aus Untereinheiten zusammen, wobei NR1 als
konstitutive Untereinheit immer enthalten ist und die verschiedenen NR2x-
Untereinheiten in Abhangigkeit von Entwicklungszustand und Lokalisation die
funktionellen Eigenschaften des Rezeptors bestimmen. Daher untersuchten wir im
Detail die Expression von NR1, NR2A, NR2B, NR2C und NR2D.

4.2.1.6.1. NR1

Die Expression der konstitutiven Kette NR1 war nach 4 Wochen im Vergleich zur
Kontrollgruppe im DG (10 mg-Gruppe: p=.03), im RSG (10 mg-Gruppe: p=.021) und
im TC (10 mg-Gruppe: p=.037) erhoht. In den HB zeigten beide behandelten
Gruppen eine signifikante Induktion (10 mg-Gruppe: p=.001; 40 mg-Gruppe: p=.018).
(s. Abb. 14). Ebenso konnte nach 4-monatiger Behandlung eine signifikante
Induktion in den HB (10 mg-Gruppe: p=.024) gefunden werden (s. Abb. 15).

Im Gegensatz hierzu fand sich nach 4 Wochen der Behandlung eine signifikant
reduzierte NR1-Expression im PFC in der 10 mg-Gruppe (p=.036) (s. Abb. 14).
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Abb. 14: NR1 (4 Wochen)
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Abb. 15: NR1 (4 Monate)
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4.2.1.6.2. NR2A

Die mRNA-Menge an NR2A war in der 40 mg-Gruppe sowohl verglichen mit der
Kontrollgruppe als auch mit der 10 mg-Gruppe nach 4-wdchiger Behandlung hoher.
Im Detail konnten wir eine signifikante Erhéhung in der CAl1-Region (verglichen mit
der Kontrolle: p=.001, verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.028), in der CA3-Region
(verglichen mit der Kontrolle: p=.001, verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.019), im
DG (verglichen mit der Kontrolle: p=.003, verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.05),
im OC (verglichen mit der Kontrolle: p=.000, verglichen mit der 10 mg-Gruppe:
p=.043), und im RSG (verglichen mit der Kontrolle: p=.000, verglichen mit der 10 mg-
Gruppe: p=.005) erkennen. Die 10 mg-Gruppe zeigte aulRerdem eine signifikante
Induktion im OC (verglichen mit der Kontrolle: p=.017) und im RSG (verglichen mit
der Kontrolle: p=.008) (s. Abb. 16 und 17).

Nach Langzeittherapie konnte das gleiche Bild mit einer signifikanten Induktion in der
40 mg-Gruppe verglichen zur 10 mg-Gruppe in der CA3-Region (p=.042), im ACC
(p=.01), im CPU (= Caudate putamen, Striatum) (p=.024), im DG (p=.015) und im
PFC (p=.007) erzeugt werden (s. Abb. 18 und 19). Es war uns mdglich, signifikante
positive Korrelationen zwischen der Aripiprazoldosis und der NR2A-Expression nach
4 Wochen in der CA1-Region (R=.731; p=.001), in der CA3-Region (R=.700; p=.001),
im DG (R=.668; p=.002), im OC (R=.784; p=.000) und im RSG (R=.851; p=.000) zu

berechnen.
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Abb. 16: NR2A (4 Wochen)
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Abb. 17: NR2A (4 Wochen)
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Abb. 18: NR2A (4 Monate)
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4.2.1.6.3. NR2B

Das Verhéaltnis zwischen NR2A- und NR2B-Expression ist von entscheidender
Bedeutung wéahrend der Entwicklung des Gehirns, bei vielen verschiedenen
Gehirnerkrankungen und insbesondere hinsichtlich antipsychotischer Behandlung.
Daher untersuchten wir die Expression von NR2B und fanden eine Reduktion dieses
Gens durch Aripiprazol.

In verschiedenen kortikolimbischen Regionen fanden wir eine signifikante
Suppression dieses Genes. So zeigte die 40 mg-Gruppe weniger NR2B mRNA nach
4 Wochen im RSG verglichen mit der 10 mg-Gruppe (p=.043) (s. Abb. 20). Nach 4
Monaten der Behandlung beobachteten wir eine noch starkere Suppression von
NR2B in der 40 mg-Gruppe in der CA1-Region (verglichen mit der Kontrolle: p=.022;
verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.001), in der CA3-Region (verglichen mit der
Kontrolle: p=.007; verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.000), im DG (verglichen mit
der Kontrolle: p=.010; verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.006), in den HB
(verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.013), im OC (verglichen mit der Kontrolle:
p=.047; verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.004) und im RSG (verglichen mit der
10 mg-Gruppe: p=.007) (s. Abb. 22).

Eine Gruppe frontokortikaler Regionen wies erhdohte NR2B-Expression nach 4
Wochen auf. Im Einzelnen wurde eine signifikante Induktion in diesen Regionen
verglichen zu der Kontrollgruppe gefunden: im ACC (10 mg-Gruppe: p=.001; 40 mg-
Gruppe: p=.015) und im PFC (10 mg-Gruppe: p=.001; 40 mg-Gruppe: p=.016) (s.
Abb. 21). Wir fanden signifikant positive Korrelationen nach 4 Wochen im CPU
(R=.501; p=.034) und im PFC (R=.477; p=.045). Signifikant negative Korrelationen
waren nach 4 Monaten in der CA3-Region (R=-.471; p=.036) und im DG (R=-.520;
p=.019) zu finden.
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Abb. 20: NR2B (4 Wochen)
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Abb. 21: NR2B (4 Wochen)
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Abb. 22: NR2B (4 Monate)
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4.2.1.6.4. NR2C

NR2C erschien in der 40 mg-Gruppe signifikant erhéht, sowohl nach 4 Wochen als
auch nach 4 Monaten. Zusatzlich waren auch in der 10 mg-Gruppe nach 4 Monaten
Induktionen der Expression zu sehen. Wir beurteilten die Induktion von NR2C in der
40 mg-Gruppe nach 4 Wochen in der CAl-Region (verglichen mit der Kontrolle:
p=.002; verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.005), in der CA3-Region (verglichen mit
der Kontrolle: p=.000; verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.000), im DG (verglichen
mit der Kontrolle: p=.002; verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.002), in den HB
(verglichen mit der Kontrolle: p=.002; verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.002), im
OC (verglichen mit der Kontrolle: p=.011), im TH (= Thalamus) (verglichen mit der
Kontrolle: p=.001; verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.001) und im RSG (verglichen
mit der Kontrolle: p=.008) (s. Abb. 23)

Die NR2C-Expression und die Aripiprazoldosis korrelierten signifikant in der CA1-
Region (R=.688; p=.003), in der CA3-Region (R=.821; p=.000), im DG (R=.688;
p=.003), in den HB (R=.664; p=.004), im OC (R=.605; p=.01), im RSG (R=.652;
p=.006) und im TH (R=.690; p=.002).

Nach 4-monatiger Behandlung zeigten sich signifikante Induktionen in der 40 mg-
Gruppe sowie signifikante Korrelationen in der CAl-Region (verglichen mit der
Kontrolle: p=.003; R=.657; p=.002), in der CA3-Region (verglichen mit der Kontrolle:
p=.003; R=.659; p=.002), im DG (verglichen mit der Kontrolle: p=.001; verglichen mit
der 10 mg-Gruppe: p=.035; R=.695; p=.001), in den HB (verglichen mit der Kontrolle:
p=.000; verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.01; R=.777; p=.000), im OC (verglichen
mit der Kontrolle: p=.009; R=.581; p=.007), im TH (verglichen mit der Kontrolle:
p=.005; R=.612; p=.004) und im RSG (verglichen mit der Kontrolle: p=.023; R=.531;
p=.019) und eine signifikante Induktion in der 10 mg-Gruppe im TH (verglichen mit
der Kontrolle: p=.039) (s. Abb. 24)
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Abb. 23: NR2C (4 Wochen)
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Abb. 24: NR2C (4 Monate)

**

**

3500 ~
3000 +
*%

2500 ~

2000 -

ba/g

1500 -

1000 +

500 ~

RSG

HB oC

0 _
CA1 CA3 DG
O Kontrolle @ 10 mg-Gruppe B 40 mg-Gruppe

66



Segnitz Effekte von Aripiprazol auf Glutamat und GABA

4.2.1.6.5. NR2D

Das die Untereinheit NR2D kodierende Gen zeigte keine signifikanten
Expressionsunterschiede nach 4 Wochen der Behandlung. Allerdings war nach 4
Monaten eine Induktion in verschiedenen hippokampalen und limbischen Regionen
zu beobachten (s. Abb. 25). Die 40 mg-Gruppe zeigte eine signifikante Induktion von
NR2D in der CAl-Region (verglichen mit der Kontrolle: p=.032; verglichen mit der 10
mg-Gruppe: p=.001), in der CA3-Region (verglichen mit der Kontrolle: p=.036;
verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.005) und im DG (verglichen mit der Kontrolle:
p=.045; verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.002).

Abb. 25: NR2D (4 Monate)
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4.2.2. GABAerges System

Des Weiteren untersuchten wir die Expression von GABAergen Genen, welche die
GABA-Synthese widerspiegeln (GADs7), den prasynaptischen Transport in
synaptische Vesikel (VGAT) und den transmembranen Transport nach der Wirkung
am Rezeptor (GAT-1, GAT-3).

4.2.2.1. GADgy

Das die Geschwindigkeit der GABA-Synthese begrenzende Enzym GADg; war nach
4-wochiger Behandlung reduziert im CPU (40 mg-Gruppe verglichen mit der
Kontrolle: p=.008; 40 mg-Gruppe verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.016), im PFC
(40 mg-Gruppe verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.036) und in frontalen
Abschnitten des parietalen Kortex (= FPC) (40 mg-Gruppe verglichen mit der
Kontrolle: p=.016; 40 mg-Gruppe verglichen mit der 10 mg-Gruppe: p=.010) (s. Abb.
26).

Ein ahnliches Ergebnis fand sich nach 4-monatiger Behandlung: GADg-mRNA-Level
waren reduziert im ACC (40 mg-Gruppe verglichen mit der Kontrolle: p=.015) und im
CPU (10 mg-Gruppe verglichen mit der Kontrolle: p=.040, 40 mg-Gruppe verglichen
mit der Kontrolle: p=.011). Weitere Reduktionen fanden sich in PFC (10 mg-Gruppe:
p=.046; 40 mg-Gruppe: p=.004) und in der 40 mg-Gruppe verglichen mit der 10 mg-
Gruppe in der CAl-Region (p=.018), in der CA3-Region (p=.015), im DG (p=.012)
und im OC (p=.01) (s. Abb. 27 und 28).

Die 10 mg-Gruppe zeigte im Vergleich mit der Kontrolle eine signifikante Erhéhung
nach 4 Monaten in der CA1-Region (p=.014), in der CA3-Region (p=.009), im DG
(p=.01), im OC (p=.007) und im RSG (p=.006) (s. Abb. 27).

Signifikante negative Korrelationen wurden nach 4 Wochen im CPU (R=-.594;
p=.009) und nach 4 Monaten im ACC (R=-.550; p=.012), im CPU (R=-.567; p=.009)
und im PFC (R=-.623; p=.003) gefunden.
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Abb. 26: GAD67 (4 Wochen)
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Abb. 27: GAD67 (4 Monate)
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Abb. 28: GAD67 (4 Monate)
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4.2.2.2.VGAT

Der Transport von GABA in synaptische Vesikel hangt von der VGAT-Expression ab.
Eine signifikante Reduktion der mRNA dieses Genes wurde in der 40 mg-Gruppe im
PFC verglichen mit der Kontrolle (p=.043) und in den Septumkernen (= SK)
verglichen zur Kontrolle (p=.037) gefunden (s. Abb. 29 und 30).

Die 10 mg-Gruppe zeigte nach 4-monatiger Behandlung eine signifikante Reduktion
von VGAT im CPU (p=.014), im Limb (= Kerne des horizontalen und vertikalen
limbischen Diagonalbandes) (p=.002), im FPC (p=.010) und in den SK (p=.017) (s.
Abb. 31). Im Gegensatz hierzu zeigte die 40 mg-Gruppe nur im Limb eine signifikante
Reduktion (p=.035) (s. Abb. 31).

Signifikante negative Korrelationen wurden im PFC (4 Wochen: R=-.482; p=.043) und
in den SK (R=-.523; p=.031) berechnet.
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Abb. 29: VGAT (4 Wochen)
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Abb. 30: VGAT (4 Wochen)
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Abb. 31: VGAT (4 Monate)
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4.2.2.3. GAT-1

Nach der Wechselwirkung mit dem Rezeptor wird GABA durch membrangebundene
Transporter vom synaptischen Spalt entfernt. Hierbei spielen vor allem GAT-1 und
GAT-3 eine wichtige Rolle, wobei GAT-3 exklusiv auf Gliazellen, GAT-1 auch auf
Neuronen exprimiert wird.

Die GAT-1-Expression erschien in der 10 mg-Gruppe nach 4 Wochen in mehreren
Gehirnregionen selektiv erhoht (CA1l, CA3, DG, OC, RSG, Hypoth: p=.000 jeweils)
(s. Abb. 32). Nach 4 Monaten jedoch wurden signifikante Reduktionen im ACC (10
mg-Gruppe: p=.028), im CPU (10 mg-Gruppe: p=.04) und im PFC (10 mg-Gruppe:
p=.016) gefunden (s. Abb. 33).

Abb. 32: GAT1 (4 Wochen)
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Abb. 33: GAT-1 (4 Monate)
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4.2.2.4. GAT-3

Nach 4 Wochen war die GAT-3-Expression in der 10 mg-Gruppe verglichen mit der
Kontrolle erhdht in der CA1-Region (p=.025) und im ACC (p=.047) (s. Abb. 34). Nach
4 Monaten zeigte nur die 40 mg-Gruppe eine Induktion im PFC (p=.028) verglichen
mit der Kontrolle. Des Weiteren konnten wir eine signifikante Erhéhung bei der 40
mg-Gruppe im Vergleich zur 10 mg-Gruppe finden im ACC (p=.033), im CPU
(p=.005), im PFC (p=.016. Korrelation: R=.462; p=.040), im Limb (p=.048) und im
VMH (= ventromedialer Hypothalamuskern) (p=.046) (s. Abb. 35 und 36).
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Abb. 34: GAT-3 (4 Wochen)
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Abb. 35: GAT-3 (4 Monate)
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Abb. 36: GAT-3 (4 Monate)
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5. Diskussion

Veranderungen in der Neurotransmission der Aminosauren GABA und Glutamat
tragen zur neurobiologischen Pathogenese schizophrener Psychosen bei. Da bislang
Effekte des Dopamin-Partialagonisten Aripiprazol auf diese Systeme noch nicht
untersucht wurden, fuhrten wir einen Tierversuch zur oralen Langzeitbehandlung
mannlicher Ratten durch. Die semiquantitative ISH erwies verschiedene dosis-, zeit-
und lokalisationsspezifische Veranderungen in der Expression glutamaterger und
GABAerger Markergene, die Hinweise liefern, dass Aripiprazol auf eine Verstarkung
der glutamatergen Neurotransmission in Relation zur inhibitorischen Aminosaure
GABA hinwirkt.

5.1. Studiendesign: Applikation von Aripiprazol im Tierversuch

Die Verabreichung von Aripiprazol Uber das Trinkwasser wurde gewahlt, um die
humanmedizinischen Verhéltnisse antipsychotischer Langzeitbehandlung zu
imitieren. Ratten leben in einem Tag-Nacht-Rhythmus mit vorherrschender Aktivitat
und damit auch Wasseraufnahme wahrend der Nacht. Ein konstanter Plasmaspiegel
Uber 24 Stunden ist hiermit zwar nicht zu erreichen, jedoch nehmen Patienten ihre
Medikamente auch zu bestimmten Tageszeiten ein und nicht kontinuierlich Gber 24
Stunden. Des Weiteren hat Aripiprazol eine recht lange Plasmahalbwertszeit von 47-
75 Std. (174;175) und sein aktiver Metabolit Dehydroaripiprazol von 94 Std. (175),
was nicht nur unter Therapiebedingungen in der Humanmedizin, sondern auch
anndhernd bei Nagern gelten duirfte.

Alternativen um einen konstanten Plasmaspiegel zu erreichen, waren das
~Schlunden”, also die Verabreichung Uber eine Magensonde, oder tagliche
Injektionen subkutan oder intraperitoneal gewesen.

Da dieser Tierversuch Uber einen Zeitraum von 4 Monaten durchgefuhrt wurde, wéare
eine Verabreichung der Substanz per Sonde, subkutane oder intraperitoneale
Applikation z.T. mit Stress fur die Tiere verbunden gewesen. AuRerdem hatte bei
einer Uber einen so langen Zeitraum durchgefihrten wiederholten subkutanen
Injektion das Risiko von Spritzenabszessen bestehen kdnnen und eine langfristige
intraperitoneale Verabreichung wirde die Gefahr einer Peritonitis oder von
peritonealen Verklebungen und resultierenden Infektionen erhéhen. All diese Grinde

sprachen ebenfalls fir die perorale Applikation.
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In vorangegangenen Tierversuchen mit Ratten wurden verschiedene Dosen von
Aripiprazol verabreicht. Zum Teil wurde die Substanz intraperitoneal (157;176), oder
subkutan (177) verabreicht. In diesen Versuchen lagen die Dosisangaben zwischen
0,1 mg/kg und 40mg/kg.

Fur unsere Untersuchung wurden firmeninterne Angaben des Herstellers Bristol-
Myers Squibb Company herangezogen, gerade um eine moglichst zeitstabile
Suspension herzustellen. Aul3erdem wurde die Aripiprazoldosis in Anlehnung an die
klinische Dosisrelation zwischen Haloperidol und Aripiprazol und die im Tierversuch
Ublichen Haloperidoldosen, welche gewichtskorreliert wegen des schnelleren
Metabolismus der Ratte weitaus hoher als beim Menschen liegen, festgelegt. Um
diesem bei der Ratte ausgepragterem First-Pass-Metabolismus Rechnung zu tragen,
wurde eine gewichtskorrelierte Dosis von 10 mg/kg/Tag und 40 mg/kg/Tag gewahlt,
wahrend in der Humanmedizin maximale Tagesdosen von 30 bis 45 mg angewendet
werden.

Beim Menschen zeigte eine Dosierung von 15 mg/Tag und 30 mg/Tag Aripiprazol
verglichen mit Clozapin, Olanzapin und Placebo Uber einen Zeitraum von 4 Wochen
keine deutliche Gewichtszunahme (178), eine geringe Gewichtszunahme (179) oder
ermdglichte eine Gewichtsabnahme (180). Ebenso verhielt es sich bei
Langzeitmedikation von Aripiprazol verglichen mit Placebo Gber 26 Wochen (181) bis
100 Wochen (182).

In dieser Studie zeigten die behandelten Tiere ebenfalls eine geringere
Gewichtszunahme als die unbehandelten Tiere, was mit den zitierten klinischen
Befunden beim Menschen Ubereinstimmt. Damit liegt ein indirekter Hinweis auf
pharmakodynamische Effekte der oral applizierten Aripiprazoldosen vor, auch ohne

Uber Plasmaspiegelbestimmungen die Resorption exakt quantifizieren zu kénnen.

5.2. Effekte von Aripiprazol im glutamatergen System

Im glutamatergen System fihrte Aripiprazol zeit- und lokalisationsabhangig zur
Induktion des prasynaptischen vGIluT1 und der NMDA-Untereinheiten NR1, NR2A,
NR2C und NR2D. AuRRerdem kam es zur Suppression von glialem EAAT1 und
EAAT2 und neuronalem EAAT3 und der NMDA-Untereinheit NR2B. Diese Effekte
muissen separat und auf dem Hintergrund der spezifischen Literatur hinsichtlich post

mortem Befunden (5.2.1. bis 5.2.3.) und vorbeschriebener Effekte anderer
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Antipsychotika im Tiermodell (5.5.) diskutiert werden, ehe sie in ein Gesamtbild

eingeordnet werden kdnnen.

5.2.1. Vesikularer Glutamattransporter-1 (vGIluT1)

In verschiedenen Studien zur neuronalen Pathologie der Schizophrenie wurde eine
Reduktion des vGIuT1 in striatalen, hippokampalen Regionen und im dorsolateralen
prafrontalen Kortex nachgewiesen (118;183;184). Dies deutet auf Defizite der
prasynaptischen glutamatergen Funktion im Sinne reduzierter Bereitstellung dieses
Neurotransmitters in synaptische Vesikel hin.

Die Induktion des vGIuT1 in hippokampalen Subregionen und okzipitalem Kortex
durch Aripiprazol kdonnte somit ein Mechanismus sein, gegen die glutamaterge
Unterfunktion zu wirken, da es zu einem erleichterten vesikularen Transport und
damit einer besseren prasynaptischen Verfugbarkeit von Glutamat in den Neuronen
kommt.

Andere vesikulare Glutamattransporter wurden in dieser Studie deshalb nicht
untersucht, da bislang auch keine Expressionsstudien unter Behandlung mit anderen
Antipsychotika oder bei schizophrenen Patienten zu vGIluT2 und 3 vorliegen und

vGluT1 hinsichtlich Lokalisation und Expressionsniveau die gréf3te Bedeutung hat.

5.2.2. Membranstandige Glutamattransporter EAATL1 - 4

In post mortem Untersuchungen vom Gehirn schizophrener Patienten wurde eine
erhohte Expression von EAAT1 und EAAT2 im Thalamus festgestellt (119). In der
post mortem Studie von Matute et al. waren die EAAT2-Level bei Patienten, welche
keine Medikamente erhielten, im préafrontalen Kortex erhdht, wohingegen sie bei
therapierten Patienten normal oder erniedrigt waren. Dies lasst eine medikamentdse
Beeinflussung vermuten (123), wobei auf Effekte dieser Art spater eingegangen wird
(s. Kap. 5.5.1.1.). In anderen Studien konnte im Striatum eine Reduktion von EAAT3
nachgewiesen werden (121) und eine reduzierte EAAT2-Expression im
parahippokampalen Gyrus, aber nicht in den anderen hippokampalen Regionen (88),
sowie eine reduzierte Expression von EAAT2-mRNA im préafrontalen Kortex (120).
Dieser Befund konnte durch die Pharmakotherapie beeinflusst worden sein.

Die oben genannte post mortem ohne vorangegangene Substanzapplikation
gefundene erhohte Expression der Glutamattransporter deutet darauf hin, dass es

sich um eine pathogenetische Verédnderung handeln kdnnte.
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Indem Aripiprazol die Expression glialer und neuronaler Glutamattransporter in
hippokampalen Unterregionen und prafrontalem Kortex reduziert, kann sich in
funktioneller Konsequenz der Glutamattransport aus dem synaptischen Spalt
verzogern, sodass der in der Pathophysiologie schizophrener Psychosen vermuteten

Glutamatunterfunktion (108;119) entgegengewirkt wird.

5.2.3. Expression der Untereinheiten des NMDA-Rezeptors

In post mortem Studien konnte eine reduzierte Expression von NR1 im temporalen
Kortex schizophrener Patienten nachgewiesen werden (111).

Da es in dieser Studie zu einer Induktion der NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors
im temporalen Kortex kam, ist es plausibel anzunehmen, dass Aripiprazol einer
pathologisch supprimierten Expression der NMDA-Rezeptor-Untereinheit NR1 in
dieser Region entgegenwirkt.

Interessanterweise fand sich im frontalen Kortex bei post mortem Studien eine
Erniedrigung der NR1-Untereinheit (109), wobei Patienten ohne antipsychotische
Therapie untersucht wurden. Zu einer ebensolchen Wirkung fuhrte die Behandlung
mit  Aripiprazol in dieser Studie. Damit zeigt sich ein partieller und
lokalisationsspezifischer Effekt von Aripiprazol mit einer Diskrepanz zwischen
frontokortikalen und kortikolimbischen Zentren (genaueres hierzu siehe Kapitel 5.6.).
Mit der Induktion der konstitutiv exprimierten Untereinheit des NMDA-Rezeptors
ermdglicht Aripiprazol eine verstarkte Rezeptorexpression, was sich ginstig auf die
glutamaterge Neurotransmission Uber diesen Signalweg auswirken kann. Weitere
Studien missen diese Vermutung auf Protein-Ebene verifizieren.

In post mortem Untersuchungen konnte eine Induktion von NR2A bei schizophrenen
Patienten im okzipitalen Kortex nachgewiesen werden (185). Es konnte keine
Verdnderung in hippokampalen Regionen festgestellt werden (186). Bei der
Interpretation dieser humanen Befunde bleibt offen, ob sich hinter der NR2A-
Induktion auch pramortale pharmakogene Antipsychotika-Effekte verbergen kénnen,
zumal es unter Aripiprazoltherapie nach der vorliegenden Studie zu einer Induktion in
kortikolimbischen Strukturen kam.

Gao et al. wiesen post mortem eine gesteigerte Expression von NR2B im
Hippokampus (110) nach. Im Vergleich zu NR1 und NR2A war die Expression von
NR2B im okzipitalen Kortex unverandert (185). Die in unserer Studie nachgewiesene

reduzierte Expression von NR2B in hippokampalen Regionen muss im
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Zusammenhang mit der erhéhten NR1- und NR2A-Expression interpretiert werden
(56;57). Der adulte, ,reife* Typus des NMDA-Rezeptors mit Expression der NR2A-
Untereinheit wird durch Behandlung mit Aripiprazol relativ unterstiitzt, gegenuber
dem eher mit der Hirnentwicklung assoziierten NR2B-Typ-Rezeptor. Diese Prozesse
kénnen, da sie den bei schizophrenen Patienten gefundenen Verhaltnissen
entgegenwirken, als Effekte antipsychotischer Therapie interpretiert werden.

Die NR2C-Expression war in post mortem Untersuchungen in prafrontalen und
parieto-temporalen Regionen herabgesetzt (112). Im Thalamus fand sich bei post
mortem Untersuchungen ebenfalls eine Reduktion der Expression (187).

Vergleicht man diese Befunde mit der Wirkung von Aripiprazol auf die NR2C-
Expression, so zeigt sich eine antagonistische Tendenz, die ebenfalls mit
Therapieeffekten in Verbindung gebracht werden kann.

Da sich post mortem Ergebnisse einer erhohten NR2D-Expression (112) oder einer
unveranderten Expression (188) nur auf den prafrontalen Kortex beziehen, und in der
vorliegenden Untersuchung eine Induktion in hippokampalen Regionen
nachgewiesen wurde, ist eine kritische Evaluation und Bezugnahme zwischen

humanen und tierexperimentellen Daten an dieser Stelle noch nicht mdglich.

Zusammenfassend kann man anhand der Ergebnisse annehmen, dass durch
Aripiprazol in kortikolimbischen Regionen sowohl in Kurz- als auch Langzeittherapie
die Expression verschiedener NMDA-Rezeptor-Untereinheiten induziert wird, wobei
eine relative Tendenz zum adulten Rezeptortypus (NR2A) auffallig war. Diese
Ergebnisse der vorliegenden Studie liefern Hinweise darauf, dass die Vermutung von
Dracheva et al. zutreffen konnte, dass namlich die Expressionsverhaltnisse von
NR1/NR2A im Vergleich zu NR1/NR2B Auswirkung auf die Pathophysiologie der
Schizophrenie und die Sensibilitat von schizophrenen Patienten fur Glutamat und
glutamaterge Substanzen hat (185). Aripiprazol scheint in diesem Zusammenhang
abnorme Expressionsmuster zumindest partiell zu kompensieren und so die NMDA-
Rezeptor-vermittelte glutamaterge Neurotransmission zu unterstitzen.

Die Ergebnisse stehen im Einklang mit psychotomimetischen Effekten von NMDA-
Rezeptor-Antagonisten, ferner mit therapeutischen Effekten verschiedener
Interventionen, welche die NMDA-Rezeptor-Funktion unterstitzen, wie etwa der

Applikation von Serin, Glycin oder Sarcosin, einem Glycin-Transporter-Inhibitor (58).
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5.3. Aripiprazol-Effekte im GABAergen System

Im GABAergen System bewirkte Aripiprazol eine Suppression des GABA-
synthetisierenden Enzyms Glutamat-Decarboxylase 67, des vesikularen GABA-
Transporters und eine Induktion der GABA-Transporter-1 und -3, wobei differenzielle

Dosis- und Zeit-Effekte in dieser Studie ausfihrlich beschrieben wurden.

5.3.1. Effekte auf die Glutamat-Decarboxylase

Obwohl eine GABAerge Pathologie auf zellularer und molekularer Ebene zur
Pathogenese schizophrener Psychosen sicher beitragt, besteht derzeit noch
erheblicher Klarungsbedarf hinsichtlich Qualitdt und Quantitdt einzelner
Veranderungen. Dies ist etwa im Falle widerspruchlicher post mortem-Ergebnisse zur
GADg7-Expression der Fall.

In zwei post mortem Untersuchungen wurden verminderte GADg,-mRNA-Level im
prafrontalen und temporalen Kortex gefunden (137;138), wobei beide Studien keine
neuronalen Schaden nachweisen konnten. Guidotti et al. (138) konnten auch keine
Relation zu post mortem Intervallen, Dosis, Dauer oder Anwendung von
Antipsychotika finden.

Im Gegensatz hierzu stehen diverse andere Untersuchungen. In einer weiteren post
mortem Untersuchung, in welcher die GADg7-mRNA und Proteinlevel durch RT-PCR
und Immunoblot im dorsolateralen prafrontalen Kortex und im okzipitalen Kortex von
alteren Patienten mit schizophrenen Psychosen gemessen wurden, zeigte sich, dass
beide Regionen signifikant erhdhte Levels von GADg; (189) aufwiesen.

Da vorausgegangene Studien aus unserer Arbeitsgruppe mit Clozapin und
Haloperidol eine erhdohte GADg-Expression nach Antipsychotika-Behandlung
beschrieben (139), lasst sich vermuten, dass die Studie von Dracheva et al. (189)
Gehirne von Patienten untersuchte, welche antipsychotisch behandelt worden waren
und dass die beiden erstgenannten Studien Veranderungen nachwiesen, welche der
Pathogenese der Schizophrenie zuzuordnen sind. (Zur Wirkung von Antipsychotika
auf das GABAerge System naheres in Kapitel 5.5.1.2.)

Aufgrund von Studien, welche Hinweise liefern, dass Dopamin-D,-Rezeptor-
Agonisten zu einer Reduktion der GADeg7-Expression fihren (190), teilweise in
Verbindung mit einer kurzfristigen Blockade von NMDA-Rezeptoren (191), kann
vermutet werden, dass die in dieser Studie gefundene Reduktion der GADeg7-

Expression im prafrontalen Kortex, okzipitalen Kortex, Striatum und hippokampalen
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Unterregionen eine medikamentdse Wirkung von Aripiprazol ist, welches ein
partieller Dopamin-D,-Rezeptor-Agonist ist und auch, wie die vorliegende Studie
zeigt, auf NMDA-Rezeptoren wirkt. Uber diesen Mechanismus konnte Aripiprazol
durch eine verminderte GABA-Synthese gegen die relative GABAerge Uberfunktion
wirken.

Neben der GADg; spielt auch die GADgs insbesondere in der Feinabstimmung der
inhibitorischen Neurotransmission eine wichtige Rolle (128) und fihrt, wenn sie zu
niedrig exprimiert wird oder fehlt, zu Verhaltenséanderungen wie z.B. Angst (192).
Beide Isoformen der Glutamatdecarboxylase waren in einer Untersuchung von
Fatemi et al. (193) bei Patienten mit schizophrenen Psychosen vermindert gewesen.
In der vorliegenden Studie wurde die GADgs nicht untersucht, sodass sich dies noch
anschlieen koénnte, um eine genauere Aussage Uber die Wirkung von Aripiprazol
auf die Expression der Glutamatdecarboxylase zu erhalten.

Eine verringerte GADg7-Expression kann mit einer geringeren Dichte an
Interneuronen, welche die mRNA fur GADg; exprimieren, zusammenhangen, sodass
es zu einer Verminderung der Hemmung glutamaterger Neurone kommt. Dies kann
den glutamatergen Tonus in bestimmten Hirnregionen relativ erhdhen. Somit lasst
sich vermuten, dass Aripiprazol Uber diesen Mechanismus zum einen gegen die
Glutamatunterfunktion wirkt, aber ebenso auch gegen die in der Pathophysiologie
vermutete relative GABAerge Uberfunktion. Diese weitreichenden Hypothesen
missen in  weiteren Behandlungsstudien unter Einbeziehung tierischer
Modellpsychosen und weiterer neurobiologischer Methoden herausgearbeitet

werden.

5.3.2. Effekte auf den vesikularen GABA-Transporter

Die reduzierte Expression des VGAT nach Aripiprazolbehandlung fuhrt in
funktioneller Konsequenz zu einer Abnahme der prasynaptischen vesikularen GABA-
Konzentrationen.

Zusammen mit dem Befund, dass GADeg; reduziert war, lasst dies vermuten, dass
Aripiprazol durch die gekoppelte Wirkung sowohl auf GADe; als auch auf VGAT,
welche strukturell und funktionell zusammenhéangen (194), den GABAergen Tonus
relativ reduziert.

In einer post mortem Untersuchung, in welcher schizophrene Patienten mit und ohne

kognitive Beeintrachtigungen sowie gesunde Menschen verglichen wurden, ergaben
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sich nur wenige aussagekraftige Befunde bezlglich des vesikularen GABA-
Transporters. So fanden sich lediglich erniedrigte Werte in der CA2-Region bei
schizophrenen Patienten mit kognitiver Beeintrachtigung (195). Obwohl diese
Patienten sicher pramortal nicht mit Aripiprazol behandelt worden waren, ist auf dem
Hintergrund der hier vorgestellten Daten nicht auszuschliel3en, dass die reduzierte

VGAT-Expression in der genannten Studie einen pharmakogenen Effekt darstellt.

5.3.3. Effekte auf die GABA-Transporter GAT-1 und GAT-3

In mehreren post mortem Untersuchungen wurde eine signifikant reduzierte GAT-1-
Konzentration im dorsolateralen préafrontalen Kortex schizophrener Patienten
gefunden (140;196;197).

Die in der vorliegenden Untersuchung nach 4 Wochen aufgetretene erhohte
Expression des GABA-Transporters GAT-1 in verschiedenen Regionen weist darauf
hin, dass Aripiprazol bei Kurzzeittherapie den synaptischen Reuptake und damit die
Reduktion der synaptischen GABA-Konzentrationen unterstutzt.

Moglicherweise muss die nach 4 Monaten reduzierte GAT-1-Expression im
Zusammenhang mit Aripiprazol-Effekten interpretiert werden, die auf eine
Suppression der GABAergen Neurotransmission hindeuten, etwa die Reduktion der
GADg; oder VGAT-Expression. Zumal konnte in einer Untersuchung um Volk et al.
(197), bei der Affen mit Haloperidol behandelt wurden, keinerlei Veranderung in der
GAT-1-Expression festgestellt werden.

Inwieweit eine urséchliche und zeitliche Dynamik in diesem System zu vermuten ist,
kann nur durch weiter reichende Interventionen im Tierversuch erhartet werden.

Post mortem Untersuchungen an schizophrenen Patienten zeigten bezuglich GAT-3
eine signifikante Erhéhung der Expression (196) im dorsolateralen prafrontalen
Kortex. Als Ursache fur die Erh6hung wurde ein kompensatorischer Effekt fur den
funktionellen Verlust der GABA-Aufnahme durch die erniedrigten GAT-1-Level
angenommen. Allerdings muss einschrankend erwahnt werden, dass die genannte
Studie nur 6 Patienten untersuchte, welche zudem unter Pharmakotherapie mit
Neuroleptika gestanden hatten, sodass eine pharmakogene Beeinflussung nicht
auszuschlief3en ist.

Die in dieser Untersuchung gefundenen erhohten GAT-3-Level wirken in
hypothetisch-funktioneller Konsequenz einer relativen GABAergen Uberfunktion

entgegen, indem verstarkt GABA in die Neuronen aufgenommen wird und lassen
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pharmakogene Effekte vermuten, zumal es in einer Untersuchung unserer
Arbeitsgruppe mit Haloperidol und Clozapin (143) zu einer Reduktion der GAT-3
kam. Dies lasst aul3erdem vermuten, dass Aripiprazol andere qualitative Effekte auf
die GABAerge Neurotransmission ausibt als Haloperidol und Clozapin. Inwieweit
diese Effekte sich durch eventuelle Wechselwirkungen mit anderen
Neurotransmittersystemen auswirken, musste in weiteren Tierversuchen analysiert

werden.

5.4. Indirekte Wirkmechanismen von Aripiprazol

Neben den Wirkungen von Aripiprazol auf das dopaminerge und serotonerge System
kann ein indirekter Einfluss auf die Neurotransmission von Glutamat und GABA
angenommen werden, da es pharmakodynamisch keinen Anhalt fir direkte
Rezeptorinteraktionen in diesem Bereich gibt. Auf diesem Weg kdnnte Aripiprazol
Dopamin- und Serotonin-Rezeptoren, welche von glutamatergen Neuronen
exprimiert werden, ferner auf Interneuronen oder Gliazellen, welche etwa die
Glutamattransporter EAAT1 und EAAT2 oder auch GAT3 exprimieren, beeinflussen.
Zusammenhange zwischen der Aminosduren-Neurotransmission und dem
monoaminergen System wurden bereits vermutet (41;198) und durch die
Beobachtung, dass eine agonistische Stimulation des metabotropen
Glutamatrezeptors 2/3 (mGIuR2/3) die Symptome der Schizophrenen Psychose
bessert, unterstitzt (199;200).

5.5. Wirkungen von Antipsychotika in Tiermodellen

Das Modell einer Langzeittherapie mit Antipsychotika bei Ratten ermdéglicht die
Beschreibung von substanz-induzierten Verdnderungen der Gen-Transkription und
damit die Unterscheidung, ob die in post mortem Untersuchungen beschriebenen
Befunde aufgrund der schizophrenen Neurobiologie entstanden sind, oder durch

pharmakologische Effekte der Langzeittherapie.

In vorherigen Versuchen der Langzeittherapie im Tiermodell mit Haloperidol und
Clozapin konnten Verdnderungen auf der Ebene der Neurotransmittersynthese, dem
Transport in prasynaptische Vesikel, Rezeptorexpression und Transport der
Neurotransmitter aus dem synaptischen Spalt festgestellt werden (127;139;143;201).

83



Segnitz Effekte von Aripiprazol auf Glutamat und GABA

5.5.1. Vergleich der Aripiprazolwirkungen mit denen anderer Antipsychotika
5.5.1.1. Wirkungen auf das glutamaterge System

Die erhohte Expression von vGluT1l nach 4-wdchiger Aripiprazolbehandlung
suggeriert einen verstarkten prasynaptischen Transport in synaptische Vesikel und
damit eine gestarkte glutamaterge Neurotransmission. Dieser in unserem System
kurzfristige Effekt impliziert eine schnell einsetzende, transiente Gegenregulation
gegen eine glutamaterge Unterfunktion.

Die zunachst erhdhte und spater reduzierte Expression von vGIuT1 lasst vermuten,
dass es unter der Behandlung mit Aripiprazol in einem Tiermodell mit Wildtyptieren
ohne psychose-ahnlichen Phéanotyp zu Gegenregulationen und
Kompensationsmechanismen kommt im Zusammenspiel mit den anderen
Neurotransmittern.

Im Gegensatz hierzu zeigte die Gabe von Haloperidol keine Veranderung der
Expression von vGIluT1l (202), was ein Alleinstellungsmerkmal von Aripiprazol
bezuglich der glutamatergen Wirkung gegenuber typischen Antipsychotika wie
Haloperidol vermuten lasst.

Die wahrend Kurzzeittherapie mit Aripiprazol gefundene Induktion des EAAT2 konnte
in Untersuchungen mit anderen Antipsychotika nicht festgestellt werden. Unter
Clozapintherapie kam es nach 3 Wochen zu einer Reduktion des EAAT2 (125) und
zu keinen Anderungen von EAAT1 und EAAT3 (203). EAAT3 zeigte unter
Aripiprazolbehandlung nach 4 Wochen keinen  statistisch  signifikanten
Veranderungen. Eine Untersuchung mit Haloperidol zeigte nach 4 Wochen eine
reduzierte EAAT2-Expression im Striatum (204). Die Reduktion von EAAT2 nach
Langzeittherapie durch Aripiprazol stimmt Uberein mit vorherigen Untersuchungen
anderer Antipsychotika (126;127). Da dieser Transporter Glutamat aus dem
synaptischen Spalt entfernt, in Astrozyten aufnimmt in welchen es in Glutamin
umgewandelt wird, welches dann zum Ricktransport in die Neuronen zur Verfiigung
steht (93), impliziert die Reduktion der Expression eine geringere Aufnahme und
erhohte synaptische Glutamatspiegel, was mit einer verstarkten glutamatergen
Wirkung an postsynaptischen Neuronen vereinbar ist.

Im Unterschied zu Haloperidol und Clozapin, welche aul3er an hippokampalen
Regionen auch am parietalen, temporalen, prafrontalen und zinguldren sowie

infralimbischem Kortex, im Striatum und im Nucleus accumbens auf EAAT2 und
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EAAT3 wirkten (127), zeigte Aripiprazol bei diesen beiden Transportern
hauptséchlich in hippokampalen Regionen eine Suppression.

Des Weiteren fiuhrte Aripiprazol auch zu einer Down-Regulation am EAAT1 und
EAAT4 in den frontalen Hirnregionen ACC und PFC und erhoht somit die
Glutamatkonzentrationen in diesen Bereichen, was einen positiven Einfluss auf die
glutamaterge Signaltransduktion und die Pathophysiologie der Schizophrenie
vermuten lasst (205).

Zum jetzigen Zeitpunkt scheinen jene anderen Antipsychotika, die bislang untersucht
wurden, keine Wirkung auf die beiden letztgenannten exzitatorischen
Glutamattransporter (EAAT1, EAAT4) zu haben.

Wenn man die Verdnderungen an den Transportern Uber die Zeit vergleicht, ist zu
erkennen, dass Aripiprazol in der Langzeitbehandlung EAAT1, EAAT2 und EAAT3
supprimiert und so in funktioneller Konsequenz gegen eine glutamaterge
Unterfunktion wirkt. Dies steht im Gegensatz zu den anderen Antipsychotika, welche
nur Gber eine Reduktion von EAAT2 und EAAT3 zu wirken scheinen.

Nachdem nun die Wirkung von Aripiprazol und anderer Antipsychotika auf die
glutamatergen Transporter besprochen wurde, wird im kommenden Abschnitt auf die
Wirkungen auf den NMDA-Rezeptor mit seinen Untereinheiten eingegangen.

Eine Langzeitstudie mit Haloperidol und Clozapin zeigte, dass es zur Down-
Regulation der Untereinheiten NR1 und NR2A kam. Dieses Ergebnis wurde als
kompensatorischer Mechanismus gedeutet, um die Neuronen vor Glutamattoxizitat
zu schitzen (201). Des Weiteren kam es bei der Langzeitbehandlung mit Haloperidol
und Clozapin nicht zu signifikanten Effekten an den Untereinheiten NR2B, NR2C und
NR2D.

Im Gegensatz hierzu fuhrte Aripiprazol bereits in Kurzzeittherapie zu einer Induktion
der NR2A-Untereinheit in hippokampalen Regionen und zu einer Induktion der
NR2B-Untereinheit in frontokortikalen Regionen. Nach Langzeittherapie war die
Expression der Untereinheiten NR1, NR2A, NR2C und NR2D induziert. Aufgrund des
Vergleiches dieser Ergebnisse mit der Wirkung von Haloperidol und Clozapin kann
man vermuten, dass Aripiprazol bereits kurze Zeit nach Therapiebeginn der NMDA-
Rezeptor-Unterfunktion entgegenwirkt und sich maoglicherweise positiv auf die

psychotische Negativsymptomatik auswirkt.
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Es bleibt zu prifen, ob sich die dargestellten Expressionsdnderungen auch auf die
Translation und die biochemische Funktion auswirken. Dafur sind Methoden wie
Uptake-Assays und Rezeptorautoradiographie notig.

5.5.1.2. Wirkungen auf das GABAerge System

Die Langzeitstudie mit Haloperidol und Clozapin bewirkte eine Induktion der GADg7-
Expression im infralimbischen Kortex (139). Ebenso kam es zur Induktion von GADeg7?
im Striatum nach Behandlung mit Haloperidol und Sertindol (206).

Aripiprazol bewirkte nach Langzeittherapie eine Reduktion der GADg7-Expression in
hippokampalen Regionen, dem okzipitalen und prafrontalen Kortex sowie im
Striatum. Der Mechanismus, der zu diesen unterschiedlichen Befunden fuhrt, muss
Gegenstand weiterer Studien sein. Moéglicherweise spielen die partial-agonistischen
Wirkungen von Aripiprazol im dopaminergen und serotonergen System eine Rolle.
Die Expression des vesikularen GABA-Transporters wurde im parietalen und
temporalen Kortex sowie in kortikolimbischen Regionen durch Langzeitbehandlung
mit Clozapin und Haloperidol reduziert, im Striatum nur nach Clozapinbehandlung
(143). Aripiprazol zeigte die gleiche Wirkung wie diese beiden Antipsychotika, da es
nach Langzeittherapie im Striatum, im frontalen parietalen Kortex und in limbischen
Regionen zur Reduktion von VGAT fihrte. Aripiprazol scheint, was diesen
Transporter angeht, eine ahnliche Wirkungsweise zu haben, wie Clozapin und
Haloperidol.

Aripiprazol induzierte die GAT-1-Expression nach 4 Wochen in hippokampalen
Regionen, im okzipitalen und parietalen Kortex sowie im Hypothalamus. Dies
bedeutet, dass Aripiprazol nach kurzfristiger Therapie die relative GABAerge
Uberfunktion senken kann. Da zurzeit keine Studien Uber die Kurzzeitwirkung
anderer Antipsychotika vorliegen, ist ein Vergleich etwaiger Effekte nicht mdglich.

In Langzeitbehandlung wurde der GABA-Transporter GAT-1 durch Haloperidol
starker als durch Clozapin in kortikolimbischen, kortikalen und hippokampalen
Regionen sowie dem prafrontalen Kortex exprimiert (143).

Aripiprazol fuhrte nach 4 Monaten zu einer Reduktion des GAT-1 im prafrontalen und
anterioren zingularen Kortex sowie im Striatum. Dies steht im Gegensatz zur Wirkung
von Haloperidol und Clozapin. Auch hier ist der molekulare Wirkmechanismus unklar
und muss auf dem Hintergrund der differenziellen Rezeptor-Profile weiter untersucht

werden.

86



Segnitz Effekte von Aripiprazol auf Glutamat und GABA

Ferner ist es notig, diese Befunde in Tiermodellen mit psychose-ahnlichem Phéanotyp
zu validieren.

Die Expression des rein glialen GABA-Transporters GAT-3 wurde durch Clozapin
und Haloperidol im parietalen und temporalen Kortex reduziert (143). Hier lasst sich
ein Unterschied in der Wirkweise von Aripiprazol aufzeigen, da es zu einer Induktion
von GAT-3 nach 4 Monaten im prafrontalen Kortex, im anterioren zingularen Kortex ,
im Striatum und in limbischen Regionen kam. Dies kann funktionell zu einem
verstarkten Transport aus dem synaptischen Spalt in Gliazellen fihren und wirkt

somit einer relativen GABAergen Uberfunktion entgegen.

5.6. Wirkung von Aripiprazol in frontokortikalen und kortikolimbischen
Regionen

Aktuelle pharmakologische Modelle der Dopamin-Dysfunktion in der Schizophrenie
vermuten eine dopaminerge Uberfunktion in limbischen Regionen, welche in einem
Gegensatz zu dopaminergen Unterfunktionen in frontokortikalen Regionen stehen,
sodass partielle Dopamin-Agonisten wie Aripiprazol in diesen Bereichen eine
wichtige Rolle spielen (207).

In dieser Studie wurden zwar keine direkten Wirkungen von Aripiprazol auf die
dopaminerge Neurotransmission gemessen, allerdings konnten verschiedene
differenzielle Effekte auf glutamaterge Marker innerhalb dieser Regionen beobachtet
werden.

So fanden sich in dieser Studie bei der Untersuchung der NMDA-Rezeptor-
Untereinheiten nach 4-wdchiger Behandlung eine Induktion der NR1- Untereinheit in
kortikolimbischen Regionen, aber eine Reduktion in frontokortikalen Regionen. Die
NR2A-Untereinheit war zu diesem Zeitpunkt in kortikolimbischen Regionen erhdht,
die NR2B-Untereinheit dagegen in frontokortikalen Regionen.

Zu diskutieren sind aul3erdem die frihzeitig einsetzende Reduktion von EAATL, die
signifikante transiente Suppression von EAAT4 in frontokortikalen Regionen und die
Induktion von vGIluT1l im Hippokampus, welche in frontokortikalen Regionen nicht

auftrat.

Da GABAerge Interneurone in Kkortikolimbischen Regionen eine wichtige Rolle
spielen (208), lassen sich Wirkungen von Aripiprazol in diesem Bereich vermuten,

zumal es in der vorliegenden Studie nach 4 Monaten in niedriger Dosierung zur
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Induktion der GADg; kam. Die Reduktion der GADg; in hoherer Dosierung sowie die
Auswirkung der transienten Erhéhung der Expression von GAT-1 und GAT-3 bleiben
zu diskutieren.

Eine eventuelle GABAerge Beeinflussung der Neurotransmission in frontokortikalen
Regionen kann durch die dauerhaft reduzierte GADg7-Expression vermutet werden.
Zu diskutieren bleibt des Weiteren die Suppression der VGAT in frontokortikalen
Regionen, welche in kortikolimbischen Regionen nicht nachgewiesen wurde und die
reduzierte Expression von GAT-1 sowie die verstarkte Expression von GAT-3 in

frontokortikalen Regionen nach 4 Monaten.

5.7. Bezug zur neurobiologischen Pathogenese schizophrener Psychosen

Ergebnisse von Tierversuchen, welche die Effekte einer Langzeittherapie mit
Antipsychotika untersuchen, konnen groRen Einfluss auf die Beschreibung
neuropathologischer Veranderungen, welche bei schizophrenen Patienten gefunden
werden, haben. Aul’erdem konnen durch sie Ruckschlusse auf die

neurobiologischen Konzepte Gber Psychosen im Allgemeinen gezogen werden.

5.7.1. Post mortem-Ergebnisse

Aripiprazol gehort zu den neuesten Antipsychotika mit der entsprechend kirzesten
klinischen Einsatzerfahrung. Es stellt somit sicher eine erhebliche Einschréankung der
Interpretationsmaoglichkeiten dar, dass bis zum jetzigen Zeitpunkt noch keine Gehirne
von Patienten, welche zeitlebens Aripiprazol erhielten, neuropathologisch untersucht
wurden.

Die bisherigen Untersuchungen zeigten im glutamatergen System zum einen eine
reduzierte Expression von vGIuT1l (118;184) sowie eine erhthte Expression von
transmembranen Glutamattransportergenen (119;123). Andere Studien, welche eine
reduzierte Expression der Glutamattransporter nachwiesen, konnten durch
Wirkungen der Antipsychotika-Behandlung bedingt sein (88;120;121;123).
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Studien mit Clozapin und Haloperidol
(126;127;203), wurde in dieser Untersuchung kein Hinweis gefunden, dass die
erhohte Expression von Glutamattransportern, Uber welche in neuropathologischen
Studien berichtet wurde, eine Ursache in der Langzeitbehandlung mit Antipsychotika

haben kdnnte.
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Beziglich des NMDA-Rezeptors konnte in bisherigen post mortem Untersuchungen
im Bereich des PFC eine Induktion der NR1-Untereinheit gefunden werden (185). Da
die Studie an Patienten durchgefiuihrt wurde, welche nicht unter Pharmakotherapie
standen, misste es sich um eine krankheitsassoziierte, neuropathologische
Veranderung handeln. Dies wird auch durch Befunde von Studien tber die Wirkung
von Clozapin und Haloperidol (201) sowie Aripiprazol auf die NRZ1-Untereinheit
unterstutzt, welche im PFC zur Reduktion fuhrten.

Die NR2A-Untereinheit zeigte in post mortem Studien in hippocampalen Regionen
keine Anderungen (186). Es lasst sich vermuten, dass dies pathologisch bedingt ist,
da Untersuchungen mit Clozapin und Haloperidol (201) eine Reduktion zeigten und
in der vorliegenden Studie eine Induktion bewirkt wurde. Die unterschiedlichen
Ergebnisse zwischen Clozapin, Haloperidol auf der einen Seite und Aripiprazol auf
der anderen Seite lassen sich vermutlich auf verschiedene Wirkmechanismen der
Antipsychotika zurtckfihren.

Bezuglich der NR2B- bis NR2D-Untereinheiten lasst sich noch keine eindeutige
Aussage hinsichtlich neuropathologischer oder durch Langzeitbehandlung mit
Antipsychotika hervorgerufener Effekte machen, da zum Teil post mortem nur in
vereinzelten Regionen (187) Veranderungen gefunden wurden, oder unter
antipsychotischer Therapie keine signifikanten Anderungen nachgewiesen wurden
(201).

Im GABAergen System ist zum jetzigen Zeitpunkt ebenfalls keine eindeutige
Aussage Uber neuropathologisch oder medikamentds bedingte Anderungen der
Neurotransmission mdaglich, da post mortem Befunde unterschiedliche Ergebnisse
zeigten (137;138;189) und Studien mit Clozapin und Haloperidol (139;143) sowie die
vorliegende Studie in zum Teil verschiedenen Hirnregionen Wirkungen hervorriefen,

sodass dies durch weitere Untersuchungen abgeklart werden muss.

5.7.2. Neurobiologische Pathogenese

Die in der Pathophysiologie der Schizophrenie vermutete glutamaterge Unterfunktion
sowie relative GABAerge Uberfunktion wird auf verschiedenen molekularen Ebenen
und in mehreren kritisch involvierten Hirnregionen durch Aripiprazol ausgeglichen.

So wirken verschiedene Mechanismen proglutamaterg und senken den GABAergen
Tonus. Dazu zahlen, zum einen die Erhéhung des vGIluT1, der zu einem leichteren

vesikularen Transport von Glutamat in die prasynaptischen Neurone flihrt, sodass es
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erneut der Neurotransmission zur Verflgung steht. Des Weiteren bewirkt die
Reduktion von GADg; und VGAT in frontokortikalen Regionen eine geringere
Bereitstellung von GABA fur die synaptische Neurotransmission, sodass es fur diese
nicht so schnell erneut zur Verfigung steht. Als Drittes bewirkt die Induktion von
GAT-3, dass GABA im synaptischen Spalt reduziert und in Gliazellen aufgenommen
wird.

Alle diese Mechanismen stellen Kandidaten dar, wie Aripiprazol zur Verbesserung
der Negativsymptomatik, wie z.B. psychomotorische Verlangsamung, beitragt.
Aripiprazol starkt die NMDA-vermittelte glutamaterge Neurotransmission (tber NR1-
Induktion und Starkung des reifen Rezeptortyps NR2A versus NR2B-Quotient). Dies
ist im Einklang mit klinischen Verbesserungen nach Applikation von Glycin (209), D-
Cyclo-Serin (210) und Glycin-Transporter-1-Hemmer (Sarcosin) (211;212).

Wahrend in klinischen Studien bereits Glycin(B)-Agonisten und Inhibitoren der
Glycin-Aufnahme zeigten, dass sie die Fahigkeit von Antipsychotika verstarken und
negative, kognitive und positive Symptome der Schizophrenie verbessern (209;213),
kénnte Aripiprazol Uber einen additiven und alternativen Mechanismus verstéarkter
NMDA-Rezeptor-Funktionen ebenfalls zu einer Verbesserung dieser Symptome

fuhren.

5.8. Limitationen

Limitiert wird diese Studie zum einen dadurch, dass die pharmakologischen Effekte
in Hinblick auf Rezeptoren und Transporter nur semiquantitativ ber Bestimmung der
MRNA untersucht wurden. Weiterfihrende Studien sollten auch auf Protein-Ebene
die Expression quantifizieren und mit funktionellen Methoden der Biochemie wie
Rezeptor-Bindungs-Assays und Uptake-Messungen validieren. Des Weiteren wurden
nur zwei Dosen in der Studie eingesetzt, sodass keine ausfuhrlichen Aussagen uber
Dosis-Wirkungsbeziehungen mdglich sind. Aul3erdem wurden nur 2 Zeitpunkte (4
Wochen und 4 Monate) gewahlt. Mit weiteren Untersuchungszeitpunkten kénnte
eventuell eine genauere Aussage Uber den zeitlichen Verlauf der Wirkung von
Aripiprazol auf diese Neurotransmittersysteme gemacht werden.

Da ferner zum Zeitpunkt der Untersuchung keine Plasmaspiegelbestimmungen
maoglich waren und auch seither nur im menschlichen Plasma etabliert wurden (214),

kénnen wir keine Zuordnungen der Effekte zu Wirkspiegeln machen, wobei direkte
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Ruckschlisse aus Serumspiegeln von Antipsychotika in Nagern auf Verhaltnisse
humaner Therapie generell nur limitiert moglich erscheinen.

Des Weiteren muss einschrdnkend erwahnt werden, dass einige Effekte nur transient
beobachtet wurden, wie z.B. die Induktion von GAT-1 und GAT-3 in kortikolimbischen
Regionen.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse sollte ebenfalls beachtet werden, dass nur
mannliche Tiere untersucht wurden, die zudem nicht den derzeit verfuigbaren
Entsprechungen menschlich-psychotischen Verhaltens im Tiermodell zugeordnet
werden kénnen (215;216). Generell ist der Transfer zwischen Ergebnissen im Nager
auf die Verhaltnisse einer humanen Psychopathologie schwierig, kdnnte aber durch
Einbezug psychosenaher Tiermodelle in eine nachfolgende Behandlungsstudie
verbessert werden.

Da die Tiere in dieser Studie zwar haufig und intensiv beobachtet, nicht aber
ausfuhrlich auf Bewegungs- und Verhaltensdnderungen untersucht wurden, kénnen
nur begrenzt Vermutungen Uber die Auswirkungen von Aripiprazol im Bereich des

Striatums gemacht werden, welche in einer Verhaltensstudie zu kléaren sind.

5.9. Schlussfolgerung

Aripiprazol zeitigt indirekte Effekte auf die Expression glutamaterger und GABAerger
Markergene, obwohl direkte Rezeptorinteraktionen bislang nur im dopaminergen und
serotonergen System nachgewiesen wurden. Auch die Effekte im glutamatergen und
GABAergen System sind teils dosisabhéngig, teils transient oder erst nach
Langzeitbehandlung zu erkennen.

Quialitativ handelt es sich um synergistische Veranderungen der glutamatergen Gen-
Expression, die funktionell den glutamatergen Tonus in spezifischen Hirnarealen
erhdéhen konnen.

Die verschiedenen Befunde dieser Untersuchung lassen Wirkungen von Aripiprazol
auf die basalen Pathomechanismen der schizophrenen Psychose vermuten.

So wirkt Aripiprazol dem glutamatergen Defizit durch eine Starkung der
glutamatergen Neurotransmission Uber die Induktion der NMDA-Rezeptor-
Untereinheiten und von vGIuT1 oder durch die Down-Regulation von EAAT1, EAAT2
und EAATS3 entgegen.
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Die postulierte relative GABAerge Uberfunktion hingegen kann durch die hier
beschriebene Reduktion der Expression von GADg; und VGAT und die GAT3-

Induktion gemindert werden.

Im Vergleich mit anderen Antipsychotika zeigt Aripiprazol eine Vielfalt von wichtigen
Unterschieden in seinem Wirkprofil auf das glutamaterge und GABAerge System.
Aufgrund seiner induzierenden Wirkung auf die Expression der NMDA-Rezeptor-
Untereinheiten zeigt Aripiprazol auf dieser molekularen Ebene einen deutlichen
Unterschied zu anderen Antipsychotika, welche im Falle von Haloperidol und
Clozapin zu einer Reduktion von NR1 und NR2A oder aber keiner signifikanten
Expressionsanderung (Haloperidol, Clozapin bezlglich NR2B, 2C und 2D) der
Untereinheiten fuhrten.

Zudem scheint Aripiprazol im Gegensatz zu Haloperidol oder Chlorpromazin tber die
transiente Erh6hung des vGIuT1l der im Rahmen der Schizophrenie diskutierten
glutamatergen Unterfunktion entgegenzuwirken.

Da bei Untersuchungen mit anderen Antipsychotika keine deutlichen
Expressionsanderungen beziglich EAAT1 und EAAT4 nachgewiesen wurden, ist
auch hier ein bislang exklusiver Wirkmechanismus von Aripiprazol auf die
glutamaterge Neurotransmission zu vermuten, welchen andere Antipsychotika nicht
beeinflussen.

Des Weiteren zeigt Aripiprazol seine Wirkung auf die relative GABAerge
Uberfunktion in der Induktion des GAT-3, welcher durch Haloperidol und Clozapin
reduziert wurde.

Durch die Reduktion der GADg; zeigt Aripiprazol eine weitere Moglichkeit, wie es
gegen die relative GABAerge Uberfunktion wirkt, im Gegensatz zu Haloperidol und
Clozapin, welche zu einer Induktion und damit moéglicherweise zu verstarkter GABA-
Synthese fluihrten. Auferdem lasst sich hier auch eine Interaktion mit dem

dopaminergen System vermuten.

Die Ergebnisse dieser Studie konnen mit den in der Klinik beobachteten positiven
Effekten von Aripiprazol auf die negativen Symptome und kognitiven Defizite in
Verbindung gebracht werden. Die Negativsymptomatik wird gemeinhin verkirzend,
aber mit einem gewissen Recht, einer frontokortikalen Dopamin-Unterfunktion

zugeordnet. Einzelne Befunde weisen auf Effekte gerade in dieser Hirnregion hin,
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wie die frihzeitig einsetzende Reduktion von EAAT1 und die transiente Suppression
von EAAT4 sowie die Reduktion der NR1-Untereinheit und die Induktion von NR2B.

Die Herabsetzung der GABAergen Markergene GADg7, VGAT und GAT-1 im Bereich
des Striatums scheinen, geht man von Beobachtungen an Humanpatienten aus,
kaum negative Auswirkungen bezuglich extrapyramidal-motorischer Nebenwirkungen
zu haben. Da in dieser Studie die Tiere jedoch nicht im Detail auf Verhaltens- oder
Bewegungsanderungen untersucht wurden, bleibt dies eine Vermutung, welche in
weiteren Untersuchungen geklart werden musste.

Dass Aripiprazol klinisch nur sehr selten zu extrapyramidal-motorischen
Nebenwirkungen fuhrt, trotz Verbesserung der glutamatergen und Reduktion der
GABAergen Neurotransmission, kann eventuell dadurch erklart werden, dass die
striatalen Dopamin-Rezeptoren nicht wesentlich blockiert werden.

Zur Unterstitzung unserer Befunde und der daraus abgeleiteten Vermutungen
bezuglich der Wirkung von Aripiprazol kdnnen noch andere Marker untersucht
werden, wie z.B. die GABA-A- oder die NMDA-Rezeptorbindung. Ferner sollten die
Befunde in einem pathogenetischen Tiermodell wie etwa perinatal im Hippokampus
l&sionierten Tieren validiert werden.

Aulerdem konnen Behandlungsversuche mit Tieren, wie z.B. die Prapulsinhibition
oder durch Vorbehandlung mit Ketamin oder Phencyclidin im Verhalten geénderten
Tieren, durchgefuhrt werden, um weitere Aufschlisse Uber die Wirkung von
Aripiprazol auf die Neurotransmission, sowie Verbindungen der verschiedenen
Neurotransmittersysteme untereinander, zu erhalten.

Da es moglich ist, durch MRS und PET Stoffwechselveranderungen im Gehirn unter
Psychopharmakatherapie, Affinitat der Psychopharmaka zu Transmitterrezeptoren
und ihre Pharmakokinetik in verschiedenen Hirnarealen zu erforschen, kénnen in-
vivo-Untersuchungen von Tieren und Patienten herangezogen werden, um weitere
Wirkungen von Aripiprazol auf das glutamaterge und GABAerge System, wie z.B. die
Rezeptorbesetzung, zu untersuchen.

Da in diesem Versuch klinisch unauffallige Tiere behandelt wurden, ist ein Transfer
auf den Menschen nur mit Einschrankungen maoglich. Allerdings kann vermutet
werden, dass der hier beobachteten transienten oder langdauernden Starkung
glutamaterger Neurotransmission durch differenzielle Regulation spezifischer Gene

ein  Ausgleich pathologisch gestorter glutamaterger Neurotransmission im
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psychotisch erkrankten Menschen zuzuordnen ist. Entsprechendes gilt fur die

GABAerge Neurotransmission.
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6. Zusammenfassung

In post mortem Untersuchungen von schizophrenen Patienten wurde bereits Uber
verschiedene Veranderungen der glutamatergen und GABAergen (GABA = y-
Aminobuttersaure) Neurotransmission berichtet. Da die untersuchten Patienten
jedoch bereits Uber einen langen Zeitraum mit Antipsychotika behandelt wurden, ist
die  Unterscheidung zwischen primér pathogenetischen und sekundar
pharmakogenen Verdnderungen schwierig. Dieser Umstand macht kontrollierende
Tierexperimente notig, die auch zum molekularen Verstandnis antipsychotischer
Therapie im Allgemeinen beitragen. Da zusatzlich das Antipsychotikum Aripiprazol
als erster Partial-Agonist an dopaminergen und serotonergen Rezeptoren zur
Verfigung steht, stellen sich spezifisch neue Fragen hinsichtlich der Effekte
antipsychotischer Behandlung mit Aripiprazol im glutamatergen und GABAergen

System.

In dieser Studie wurde das Tiermodell oraler, antipsychotischer Langzeitbehandlung
angewandt, um die Einflisse zweier Dosen von Aripiprazol auf das glutamaterge und
GABAerge System in verschiedenen Hirnregionen zu untersuchen und somit seine
Wirkung auf die schizophrene Pathophysiologie und Unterschiede in der
Wirkungsweise zu anderen Antipsychotika besser zu verstehen.

Mannliche Sprague-Dawley Ratten wurden Uber einen Zeitraum von 4 Wochen und 4
Monaten taglich mit Dosen von 10 mg und 40 mg Aripiprazol pro kg im Vergleich mit
einer Kontrollgruppe behandelt. Die Gehirne der 38 Tiere wurden in Isopentan
schockgefroren und verschiedene pra- und postsynaptische Marker der
glutamatergen und GABAergen Neurotransmission semiquantitativ tber In situ-
Hybridisierung untersucht.

Beziglich der Wasser- und Futteraufnahme, des Verhaltens und der Motorik konnten
keine Unterschiede beobachtet werden. Tiere der 40 mg-Gruppe zeigten Uber die

Zeit den statistischen Trend einer geringeren Gewichtszunahme.

Im glutamatergen System zeigte der vesikulare Glutamattransporter (vGIluT1) eine
transiente, aber dosisabhangige Zunahme der Expression, die auf eine Verstarkung
des prasynaptischen Transports von Glutamat in die synaptische Vesikel hindeutet.

Vergleichbare Tierstudien haben diesen Effekt nicht gefunden oder dieses Gen nicht
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untersucht. In der humanen Neuropathologie schizophrener Psychosen aber gibt es
Befunde, die auf eine prasynaptische Pathologie einschliel3lich reduzierter
Expression dieses Transporters hindeuten.

In Kkortikolimbischen Regionen kam es zu einer transienten Induktion des
exzitatorischen Aminosauretransporters EAAT2, sowie zu einer langfristigen
Reduktion von EAAT1, EAAT2 und EAAT3.

Des Weiteren kam es langfristig und dosisabhéangig zur Induktion der NMDA-(= N-
Methyl-D-Aspartat)Rezeptor-Untereinheiten NR2A (in frontokortikalen Regionen),
NR2C und NR2D (in kortikolimbischen Regionen) sowie zur Reduktion der NR2B-
Untereinheit (in kortikolimbischen Regionen).

Diese Wirkungen an Transportern und Rezeptoren bewirken, dass Glutamat langere
Zeit im synaptischen Spalt verbleibt und somit Gber einen langeren Zeitraum an den
NMDA-Rezeptor binden kann.

Diese Gegenregulation der glutamatergen Unterfunktion konnte einen Mechanismus
darstellen, wie Aripiprazol die negative Symptomatik verbessert.

Im GABAergen System flhrte Aripiprazol in niedrigen Dosierungen zur transienten
Induktion der GABA-Transporter (= GAT) 1 und 3 in kortikolimbischen Regionen und
zu einer reduzierten Expression von GAT-1 in frontokortikalen Regionen. Eine
dosisabhangige Induktion des GAT-3 lie3 sich in frontokortikalen Regionen
nachweisen.

Die Glutamat-Decarboxylase (= GADg7) wurde in frontokortikalen Regionen dauerhaft
reduziert exprimiert. In kortikolimbischen Regionen kam es bei niedriger Dosierung
zur Induktion der GADg7 und in hoherer Dosierung zur Reduktion.

Der vesikulare GABA-Transporter (= VGAT) zeigte in frontokortikalen Regionen eine
reduzierte Expression.

Durch Reduktion der GABA-Konzentration im synaptischen Spalt bzw. in Vesikeln
der prasynaptischen Neurone und durch reduzierte GABA-Synthese kann es zur
Herabsetzung der Hemmung glutamaterger Neurone und zur Verbesserung der

Negativsymptomatik kommen.

Die oben beschriebenen Wirkungen von Aripiprazol deuten darauf hin, dass es das
vermutete Ungleichgewicht von glutamaterger Unterfunktion und relativer GABAerger

Uberfunktion teilweise ausgleicht. AuRerdem zeigt es auf verschiedenen molekularen
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Ebenen deutliche Unterschiede in seiner Wirkung im Vergleich zu anderen
Antipsychotika.

Aufgrund der methodischen Limitationen dieser Studie ist es erforderlich, die
Befunde auf Protein-Ebene zu reproduzieren, funktionell-biochemisch darzustellen
und in pathogenetischen Tiermodellen zu validieren. Ein translationaler Ansatz kann
unternommen werden, wenn mittels Magnetresonanz-Spektroskopie (= MRS) parallel
zum Beispiel Glutamat in mit Aripiprazol behandelten Tieren und schizophrenen

Patienten unter Aripiprazol-Therapie untersucht wird.
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7. Summary

Diverse alterations of glutamatergic and GABAergic (= y-amino-butyric-acid)
neurotransmission have been reported in post mortem investigations of
schizophrenic psychoses. Patients involved in these studies had been treated over
long periods of time with antipsychotic substances, rendering the distinction between
effects primary pertaining to schizophrenic pathophysiology and secondary
pharmacologic effects difficult. It is therefore necessary to perform controlled animal
studies. They might contribute to the molecular comprehension of antipsychotic
therapy in general. The antipsychotic agent aripiprazole exerts unique
pharmacological effects acting as a partial agonist on dopaminergic and serotonergic
receptors, and specific new questions arise with regard to effects of antipsychotic

therapy with Aripiprazole in the glutamatergic and GABAergic system.

In this study, we chose an animal model of oral, antipsychotic long-term treatment in
order to investigate the influence of two doses of aripiprazole on the glutamatergic
and GABAergic system in various brain-regions and thus to get a better
understanding of its effects on the schizophrenic pathophysiology and differences to
other antipsychotic drugs.

Male Sprague-Dawley rats were treated over a period of 4 weeks and 4 months with
daily oral doses of 10 and 40 mg aripiprazole per kg suspended in drinking water
containing 1 % arabic gum in comparison to control animals receiving water with 1%
arabic gum. The brains of these 38 animals were shock-frozen in isopentane and
several pre- and postsynaptic markers of GABAergic and glutamatergic
neurotransmission were evaluated using semiquantitative in situ-hybridization.

No differences regarding water and food intake, social and motor behaviour were
detected. Animals of the 40mg-group tended to gain lower amounts of weight over

time.

In the glutamatergic system the vesicular glutamate transporter 1 (= vGIluT1) showed
a transient but dose-related increase of expression, which indicates to a
strengthening of the presynaptic transport of glutamate in synaptic vesicles.
Comparable animal studies have not found this effect or have not investigated this
gene, but in human neuropathology of schizophrenic psychosis findings exist that

point to a presynaptic pathology including reduced expression of this transporter.
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In corticolimbic regions a transient induction of the excitatory amino acid transporter
EAAT2 and a long-term reduction of EAAT1, EAAT2 and EAAT3 were found.
Besides that, this study detected a long-term and dose-dependent induction of the
NMDA (N-Methyl-D-Aspartate)-receptor subunit NR2A in frontocortical regions,
NR2C and NR2D in corticolimbic regions and a reduction of NR2B in corticolimbic
regions.

These effects on transporters and receptors cause that glutamate remains longer in
the synaptic cleft and can bind over a longer period of time to the NMDA-receptor.
This counter-regulation of the glutamatergic hypofunction could describe a

mechanism how aripiprazole improves the negative symptoms.

In the GABAergic system aripiprazole showed in low doses a transient induction of
GABA-Transporter-1 and 3 (GAT-1, GAT-3) in corticolimbic regions. A dose-
dependent induction of GAT-3 was detected in frontocortical regions.

A lasting reduction of the Glutamate-Decarboxylase (= GADg7)-expression was found
in frontocortical regions. In corticolimbic regions the low doses lead to an induction of
GADg; and the higher doses lead to a reduction.

The vesicular GABA-Transporter (= VGAT) showed a reduced expression in
frontocortical regions. The suggested functional consequence of a reduced GABA-
concentration in the synaptic cleft, respectively in the vesicles of presynaptic neurons
and of reduced synthesis of GABA might be a reduced inhibition of glutamatergic

neurons and an improvement of the negative symptoms.

The above mentioned effects point to the assumption that the dysbalance of
glutamatergic hypofunction and relative GABAergic hyperfunction in schizophrenia is
partially counterbalanced by aripiprazole. In addition, clear differences in its way of
action became apparent compared to other antipsychotic drugs on different
molecular levels. Because of the methodical limitations of this study it is necessary to
reproduce the findings on protein-level, to describe them functional-biochemical and
to validate them pertaining to pathogenesis in animal models. A translational
approach using magnetic resonance imaging (= MRI) and MR spectroscopy (= MRS)
might further elucidate this context investigating in parallel for example glutamate
levels in with aripiprazole treated animals and schizophrenic patients during

aripiprazole-therapy.
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8. Anhang
8.1. Verwendete Losungen

Acetylierungslésunag:

1,25 g NaCl

3,3 ml Triethanolamin
Etwa 1 ml HCI (5 M)

Ad 250 ml MilliQ®-Wasser
625 ul Essigsaureanhydrid

Pro Kivette wurden 250 ml Acetylierungslosung bendtigt. Triethanolamin und NaCl
wurden in 250 ml MilliQ®-Wasser geldst. Die 5 molare Salzsaure (= HCI) wurde zur
Einstellung eines pH-Wertes zwischen 8 bis 8,2 einpipettiert. Unmittelbar vor

Gebrauch wurden 625 pl Essigsaureanhydrid zugegeben.

Denhardt's Losung

Die in den Versuchen verwendete Denhardt's Lésung 50fach enthalt in 500 ml
Wasser geldst: 10 g Ficoll 400, 10 g Polyvinylpyrrolidon und 10 g bovines Serum

Albumin.

Dextransulfat

Bei Dextransulfat handelt es sich um ein Natriumsalz. Um 50%iges Dextransulfat zu
erhalten wurden 2,5 g des Natriumsalzes in 5 ml MilliQ®-Wasser bei 80-85°C
langsam im Wasserbad gel6st.

EDTA (0,5M)

Zur Herstellung einer 0,5 M L6sung wurden 186,12 g Ethylendiamintetraazetat in
1000 ml MilliQ®-Wasser geldst.

Ethanolreihe

Ethanol verdiinnt mit MilliQ®-Wasser, zur Dehydrierung der auf Objekttragern
aufgebrachten Hirnschnitte, aufsteigend mit Konzentrationen von 50 % Ethanol (3
Minuten), 75% Ethanol (3 Minuten), 90% Ethanol (3 Minuten), 100% Ethanol (5
Minuten), Wiederholung bei 100% Ethanol (5 Minuten).
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Hybridisierungspuffer:

Volumen Endkonzentration
Formamid 12,5 ml 50%
20fach SSC 2,5ml 2fach
EDTA (0,5M) 62,5 pul 1,25 mM
Tris pH 7,5 (1M) 0,5 ml 20 mM
Denhardt’s Losung (50fach) 0,5 ml 1fach
Dextransulfat (50%) 5 ml 10%
SDS (10%) 0,25 ml 0,1%
MilliQ®-Wasser ad 25 ml

Die oben genannten Substanzen (s.a. Beschreibungen am alphabetischen Ort)
wurden ggf. nach Herstellung autoklaviert, fir den Hybridisierungspuffer im o.a.
Verhaltnis gemischt und anschlieRend bei -20°C in Aliquots von 900 pl bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

MilliQ®-Wasser:

Das in den Versuchen verwendete Wasser wird Uber ein spezielles System von

ionischen und organischen Verunreinigungen gereinigt. Dies geschieht zum einen
mittels eines Membranfilters sowie durch UV-Photooxidation, welche zur Zerstérung
von organischen Molekulen fihrt. AuRerdem ist das Wasser durch Ultrafiltration auch

von Pyrogenen und nukleasehaltigen Bestandteilen befreit.

Paraformaldehydlésung (PEA-L6sung):
Zur Herstellung einer 8%igen PFA-L6sung wurden 8 g PFA in 100 ml MilliQ®-

Wasser, welches vorher auf 60-65°C erwarmt wurde, gelést. Anschliel3end wurden
bis zur Klarung der Tribung einige Tropfen 1M NaOH beigemischt. Diese L6sung
wurde durch einen Papierfilter in eine zweite Flasche uUberfuhrt, welche auf Eis
gestellt wurde. Um die fir die Fixierung benotigte Konzentration von 4% zu erhalten,

wurden 100 ml 2fach PBS zugefugt.
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10fach PBS-Pufferstamml6sung (Phosphate buffered saline):
36 g Na;HPO,

6 g KH.PO,

5 g KCl

200 g 20%ige NaCl-Losung

Diese Substanzen wurden in 600 ml MilliQ®-Wasser gelést und anschlieBend mit

MilliQ®-Wasser auf 1000 ml aufgefiillt. Die so hergestellte Lésung wurde autoklaviert.
Zur Herstellung niedriger konzentrierter Losungen wurde die Pufferstammlésung mit

MilliQ®-Wasser entsprechend verdiinnt.

SDS (= sodium dodecyl sulfate)

Natriumdodecylsulfat  entsteht  durch  Veresterung von  Schwefelsdure,
Chlorsulfonsaure oder Schwefeltrioxid mit Dodekanol. Um eine 10%ige Loésung zu

erhalten, wurden 100 g in 1000 ml MilliQ®-Wasser geldst.

20fach SSC-Stammldsung (= sodium chloride and sodium citrate):
175,32 g 3M NaCl und 88,2 g 0,3M Natriumcitrat wurden in MilliQ®-Wasser gelost
und auf 1000 ml aufgefullt. Anschliel3end wurde die Losung autoklaviert.

Tris-HCIpH 7,5
Zur Herstellung von 1M Tris-HCI-Puffer wurden 121,14 g Tris-Base in 800 ml MilliQ®-

Wasser geldst und mit konzentrierter HCI vorsichtig auf pH 7,5 eingestellt. Da die

Losung sich erwéarmt, lieBen wir sie anschlielend abkihlen und gegebenenfalls

wurde der pH nachkorrigiert.
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8.2. Abkiirzungen

5-HT
Abb.
ACC
AMPA
BNPI
CAl
CA3
cAMP
cpm
CPU
CREB
DARPP-32
DG
d.h.
DNA
DNPI

DOPA
DOPAC
EAAC1
EAAT
EDTA
FPC
GABA
GADg;
GAT
GLAST
GLT1
GTP
[°H]

Hy

HB
HCI

5-Hydroxytryptamin (Serotonin)

Abbildung

anteriorer zingulérer Kortex
8-Amino-3-hydroxy-5-Methyl-4-isoxazole-4-Propionate-Acid
brain-specific Na’-dependent inorganic phosphate cotransporter
CA1-Region des Hippokampus

CA3-Region des Hippokampus
cyclo-Adenosin-3’,5’-Monophosphat

counts per minute

Striatum (Caudate putamen)

CAMP responsive element binding protein

dopamine- and a cAMP-regulated phosphoprotein of 32 kilodaltons
Gyrus dentatus (Dentate Gyrus)

das heif3t

Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
differentiation-associated Na*-dependent inorganic phosphate
cotransporter

3,4-Dihydroxyphenylalanin

3,4-Dihydroxyphenylacetat

excitatory amino acid carrier

excitatory amino acid transporter (Exzitatorischer Glutamattransporter)
Ethylendiamintetraazetat

frontale Abschnitte des parietalen Cortex

y-Aminobuttersaure (y-amino-butyric-acid)
Glutamatdecarboxylase

GABA-Transporter

Glutamat-Aspartat-Transporter

Glutamat-Transporter

Guanosintrisphosphat

Tritium (z.B. tritiummarkiertes D-Aspartat)
Histamin-Transporter

Habenula

Salzsaure
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HVA Homovanillinséure

Hypoth Hypothalamus

ISH In situ-Hybridisierung

Limb Limbisches System bzw. Kerne des horizontalen und vertikalen
limbischen Diagonalbandes

LSD Lysergsaurediethylamid

LSD least square difference

MAM mitotoxin methylazoxymethanol acetate

MRI magnetic resonance imaging

MRNA messenger Ribonukleinsaure (messenger ribonucleic acid)

MRS Magnetresonanz-Spektroskopie

NAA N-Acetyl-Aspartat

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NR NMDA-Rezeptor Untereinheit

NTP Desoxy-Nukleotide (z.B. ATP= Adenosintrisphosphat)

oC okzipitaler Kortex

PBS phosphate buffered saline

PCP Phencyclidin

PET Positronen-Emissionstomographie

PFA Paraformaldehyd

PFC prafrontaler Kortex (primarer und sekundarer motorischer Kortex)

PiC Piriformer Kortex

PPI Prapulsinhibition

rpm revolutions per minute

RSG retrosplenialer granulérer b Kortex

RT-PCR reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion

SD Standardabweichung

SDS sodium dodecyl sulfate

SEM Standardfehler des Mittelwertes

Sk Septumkerne

SSC sodium chloride and sodium citrate

SSRI Selective Serotonin Reuptake Inhibitors

Tab. Tabelle

TC temporaler Kortex
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TH
u.a.
UTP
VGAT
vGIluT
z.B.
ZNS
z.T.

Thalamus

unter anderem

Uridintrisphosphat

vesikularer y-Amino-Buttersaure-Transporter
vesikularer Glutamattransporter

zum Beispiel

zentrales Nervensystem

zum Teil
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8.3. Abbildungen

Abb. 1: Summen- und Strukturformel von Haloperidol
C21H23CIFNO;

F
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Abb. 2: Summenformel und Strukturformel von Clozapin
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Abb. 3: Summenformel und Strukturformel von Aripiprazol
C23H27CI2N30>
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Abb. 4: Expressionsmuster der glutamatergen und GABAergen Gene, welche in
dieser Studie untersucht wurden. Darstellung reprasentativer Autoradiogramme
frontaler (links) und dorsaler (rechts) Schnitte nach spezifischer In situ-Hybridisierung

vGIluT1l

EAAT1

EAAT2
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