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Einleitung 5

1. Einleitung

1.1. Die Alzheimersche Erkrankung

1.1.1. ,ICH HABE MICH SOZUSAGEN VERLOREN...“ (AUGUEE D.)

Viele Familien sind davon betroffen: Der Vater, Opa oder Onkel wirkt
zunachst etwas zerstreut, kann sich Neues schlecht merken und drfickt si
umstandlicher aus. Dann kommt es immer wieder vor, dass er nitint me
weil3, wo er wichtige Sachen abgelegt hat. Er ist nicht mebmgg@nglich
wie friher und reagiert schnell gereizt. Eigentlich war emén
aufgeschlossen und interessiert, doch jetzt fragt er immerz@ldafie und
sitzt oft teilnahmslos da. Er weil3 sich nicht mehr zu besgeaftund
scheint sogar das Interesse fir die Enkelkinder zu verlieren. Koendiz
Unterhaltungen kann er schon langer nicht mehr folgen. Irgendwann kommt
die beflrchtete Zeit, in der der alte Mann nicht einmal mehr vom
Supermarkt nach Hause findet und selbst seine Verwandten nicht mehr
erkennt. Sogar bei alltaglichen Aufgaben bendtigt er nun Hilfe, beim
Waschen, Anziehen und Essen, auch beim Toilettengang. Innerhalb weniger
Jahre hat ein vorher unbeeintrachtigter Mann einen Groliteil seiner
kognitiven und intellektuellen Fahigkeiten verloren.

Schilderungen solcher Personlichkeitsveranderungen, die nach
lebenslang ungestdrtem Geisteszustand auftreten und schleichend
fortschreiten, findet man bereits in antiken Schriften. Aloishgimer
beschrieb 1906 pathologisch genau die haufigste Demenzform, die spater
nach ihm benannte Alzheimersche Demenz (AD). Sein Verdienstviegt
allem in der exakten Beschreibung verschiedener Falle untereamdkem
der Auguste D. und der darauf aufbauenden Definition der AD als
eigenstandiges Krankheitsbild.

Urspringlich bezog sich der Begriff Alzheimer-Krankheit
ausschlief3lich auf eine Demenz, die vor dem 65. Lebensjahr beginnt und
durch die morphologische Trias pathologische Fibrillenverdnderung,
amyloide Plaques und Zellatrophie gekennzeichnet ist (Alzheimer 1906).
Seit den 70er Jahren wurden einige Formen der senilen Demenz ddie we
anhand Klinischer Merkmale noch anhand pathologisch-anatomischer

Untersuchungen Unterschiede zur Alzheimer-Demenz aufwiesen,r diese
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1.1.2.

zugeordnet (Tomlinson, Blessed et al. 1970). Aber das, was man nun unter
dem Begriff Alzheimer-Demenz (AD) versteht, ist sehr wamegdich

keine einheitliche Krankheitsentitat. Unter diesem Begriff werden
degenerative Erkrankungen des zentralen Nervensystems subsummiert, die
die pathomorphologische Trias zeigen und Kklinisch durch einen
schleichenden Verlust des Gedachtnisses, von intellektuellen und hoheren
kortikalen Fahigkeiten, durch Orientierungsstorungen, Urteilsschwiathe
Personlichkeitsveranderungen charakterisiert sind.

Heute wird diese Vereinheitlichung von vielen Autoren nicht mehr
unterstutzt und man differenziert wieder verschiedene Unterformaeh
pathogenetischen und auch klinischen Gesichtspunkten, zum Beispiel eine
familidre Alzheimer-Demenz von einer nicht familiaren Alzheim
Demenz, oder nach dem Alter bei Erkrankung die prasenile Devuenz
Alzheimertyp, die vor dem 65. Lebensjahr beginnt von der senilen Demenz
vom Alzheimertyp, die spater beginnt. Die Unterschiede werden abbr a
auf molekularer und subzellularer Ebene deutlich (Gottfries 1985).
Vielleicht ist es durch eine genauere Definition von Krankheitstnldeer
Erkrankungsformen in der Zukunft moglich, individueller zu

diagnostizieren und zu therapieren.

EPIDEMIOLOGIE UND RISIKOFAKTOREN

Dementiellen Erkrankungen kann eine Vielzahl von Ursachen
zugrunde liegen, neben primar degenerativen Prozessen internistische ode
neurologische Erkrankungen. Epidemiologischen Studien zufolge, liegt
ungefahr bei der Halfte aller dementiellen Erkrankungen eimeeDe vom
Alzheimertyp vor (Bachmann, Wolf et al. 1992). Die Préavalenz
dementieller Erkrankungen wird auf 2% der Uber 65jahrigen geschéatzt,
verdoppelt sich ungefahr alle 5 Jahre und erreicht in der Gruppe der Uber
85jahrigen 30% (Hofman, Rocca et al. 1991).

AD kann zwar zu jedem Zeitpunkt im erwachsenen Lebensalter
auftreten, doch ist die Mehrheit der Patienten bei Erkrankungsbegdan in
6. Lebensdekade. Aufgrund der strengen Altersabhéangigkeit und der sich
verandernden Altersstruktur zu Gunsten der alteren Bevolkerung wird mi
einem Anstieg der Pravalenz bezogen auf die Gesamtbevdlkerung

gerechnet. Alter gehort zu einem der beiden wichtigsten Risikotakt
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(Hendrie 1998).

Eine positive Familienanamnese stellt einen zweiten wichtig&toF
dar. So haben Verwandte ersten Grades von Patienten mit AD ein
signifikant erhohtes Risiko, an AD zu erkranken. Bei frihem
Krankheitsbeginn lassen sich haufiger Familienangehérige mifiddan
(Li, Silverman et al. 1995). Neben Beschreibungen von autosomal
dominanten Erbgangen gibt es Zwillingsstudien und Beobachtungen von
familiarer Haufung ohne klaren Erbgang, die auf mehr als gjaeatischen
Faktor hinweisen (Heyman, Wilkinson et al. 1983; Nee, Eldrige et al. 1987).

Wichtige genetische Risikofaktoren sind Veranderungen im Amyloid-
Precursor-Protein (APP)-Gen auf Chromosom 21, die die Expressensrat
Prozessierungswege und Loslichkeit gedmyloids (AB) beeinflussen,
Mutationen in den Presenilin-Genen (Yasuda, Hirono et al. 1999) und vor
allem fir die sporadischen Formen der AD gdd#\llel des Apolipoproteins
E (ApoE). 40-65% aller Patienten mit AD besitzen zumindest4iAllel
im Vergleich zu einer Rate von 25% in der Normalbevdlkerung, doch weder
ist der Besitz eines4 Allels notwendig noch hinreichend, um AD zu
entwickeln (Tilley, Morgan et al. 1999). ApoE ist in den Transport von
Cholesterol involviert und kann die Loslichkeit oder Funktion von Proteinen
beeinflussen, indem es z.B. arp Aind Zytoskelett-Proteine bindet. Es
korreliert mit erhohtem Plasma-LDL-Cholesterin und erhodht dagd=iar
Atherosklerose und die vaskulare Demenz.

Weitere  Erkrankungsrisiken  konnten  statistisch  nicht als
Entstehungsfaktoren fir AD gesichert werd@um Beispiel wurde fir
Frauen ein grol3eres Erkrankungsrisiko festgestellt, das atdamehohen
Lebensalter deutlich hervortritt (Andersen, Launer et al. 1999) und
vermutlich mit einem spéateren Erkrankungsbeginn fur Frauen und einer
hoheren Lebenserwartung (Ott, Breteler et al. 1998) auch nach der
Diagnosestellung zusammenhéangt (Bachmann, Wolf et al. 1992; Jagger,
Andersen et al. 2000). Andere Faktoren, z.B. eine geringe Ausbildung
(Letenneur, Launer et al. 2000), geographische Unterschiede [{Bratig
De Ronchi et al. 1999) und Umwelteinflisse (Schwermetallbelgstiiren

und Prionen) haben sich epidemiologisch nicht bestatigt.
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1.1.3.

1.1.4.

DIAGNOSE

AD ist eine langsam progrediente Erkrankung, deren Symptome
stadienabhéngig variieren. Frihdiagnosen sind schwer zu stellen aufgrund
des schleichenden Verlaufs der Erkrankung, dem Fehlen von frihen
diagnostischen und biologischen Markern und der schwierigen
Differentialdiagnosen Depression und leichte kognitive Stérung ginBe
der Erkrankung.

Um diesen Schwierigkeiten gerecht zu werden, wurden
stadienabhéngige Diagnosekriterien von der Arbeitsgruppe deenblati
Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke
(NINCDS) und der Alzheimer’'s Disease and Related Diseaseschation
(ADRDA) formuliert (McKhann, Drachman et al. 1984). Es wird eine
maogliche (possible) von einer wahrscheinlichen (probably) und einer
sicheren  (definite)  Erkrankung unterschieden. Die Diagnose
swahrscheinliche Alzheimer-Demenz*“ basiert auf einer durch kdivesund
neuropsychologische Kriterien definierten Demenz, dem Alter dgsrffen
(Uber 40 Jahre), Defiziten in 2 oder mehr kognitiven Bereichen,
progrediente Verschlechterung von Gedachtnis und anderen kognitiven
Funktionen, Fehlen von Bewusstseinsstérungen und dem Ausschluss
anderer Ursachen. Bei Anwendung dieser Kriterien lasst sicDidgnose
in Uber 85% der Patienten autoptisch bestatigen. Die Diagnose gim&gli
Alzheimer-Erkrankung“ wird bei uniblichen Verlaufen und bei
Zweiterkrankungen, die eine Demenz erklaren koénnten, aber nicht fur die
Ursache gehalten werden, gestellt. Die definitive Diagnose &estnpost
mortem nach histopathologischer Untersuchung des Gehirns gestellt

werden.

KLINIK

Das Kardinalsymptom der AD ist die schleichend zunehmende
Gedachtnisstorung (La Rue, Watson et al. 1992). Erst spater \Wwetkeme
FunktionseinbulRen deutlicher hervor. Es koénnen beinahe alle hoheren
kortikalen Funktionen betroffen sein (Adams, Victor et al. 1997), deren
Defizite sich in unterschiedlichem Ausmafld und zeitlichem Ablauf

darstellen. Storungen der réaumlichen Orientierung sind bei AD
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1.1.5.

charakteristisch und lassen sich zum Beispiel beim Kopieren kerfac
geometrischer Figuren demonstrieren.

Motorische und andere neurologische Dysfunktionen werden mit der
Dauer der Erkrankung immer haufiger, sodass in der Endphase 50% der
Patienten Symptome eines diskreten Parkinsonismus mit Akineger Ri
und Tremor aufweisen (Pearce 1974) und durch Aufhebung der posturalen
Reflexe bettlagerig werden.

AD-spezifische Verdnderungen des Verhaltens konnen erste
Symptome darstellen, zum Beispiel einen Verlust an Spontaneitéined
Veranderung der Personlichkeit (Petry, Cummings et al. 1988)h Auc
kommt es zu Beginn haufig (20%, (Reding, Haycox et al. 1985)) zmeine
depressiven Bild mit Interesselosigkeit, Antriebsstérungen und
LeistungseinbuBen, Symptome, welche die dementielle Symptomatik
Uberlagern und verdecken konndm Verlauf der Erkrankung kdnnen
andere Verhaltensauffalligkeiten in Form von Agitation, Aggressjvita
Apathie und korperlicher Vernachlassigung auftret&ndem koénnen sich
Schlafstérungen mit Aufhebung eines normalen Tag-Nacht-Rhythmus,
Angststorungen und paranoide Wahnvorstellungen mit meist visuellen
Halluzinationen entwickeln (Deutsch, Bylsma et al. 1991; Borson and
Raskind 1997; Devanand, Jacobs et al. 1997) und die Pflege durch
Angehdrige sehr erschweren oder unmdglich machen.

Die  Alzheimer-Krankheit geht mit einer verminderten
Lebenserwartung einher, bei Diagnosestellung ist durchschnitich
Verlauf Uber 4 Jahre zu erwarten, nach dem retrospektiv fedligeste
Beginn der Erkrankung ein Verlauf Uber 7 bis 8 Jahre (Hafner 1990).
Haufigste Todesursachen sind Pneumonien oder Harnwegsinfektionen und
andere Komplikationen der Urininkontinenz und Bettlagerigkeit.

THERAPIE

Die medikamentdse Behandlung der kognitiven Symptome basiert
heute noch zu einem grof3en Teil auf der ,cholinergen Mangelhypothese”.
Um die cholinerge Funktion zu verbessern, werden vor allem
Acetylcholinesterase-Inhibitoren verabreicht, aber auch Acetyfcholi
Rezeptor-Agonisten und Nootropika, von denen angenommen wird, dass sie

unspezifisch die Aktivitdt cholinerger Neurone erhdéhen (Tune and
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Sunderland 1998). Die Substanzen verbessern die globalen kognitiven
Féahigkeiten, besonders die Aufmerksamkeit (Nordberg 1996; Lawrence and
Sahakian 1998), wahrend sich die auffallendsten Symptome im Bereich
Lernen und Gedachtnis schlechter positiv beeinflussen lassen. Beste
Ergebnisse erlangt man bei frihzeitiger Therapie. Doch nach wisinebr

die Studien widerspriichlich und man kann allenfalls eine Verlanggamun
des Fortschreitens erwarten.

Verhaltensstorungen werden mit dieser Therapie zum Teil auch
gunstig beeinflusst, doch missen meist zusatzliche Medikamentdjrdie f
primare psychiatrische Symptome entwickelt wurden, eingesetrtenw
(Devanand 1997; Kumar, Durai et al. 1998). Umgekehrt beobachtet man bei
der Therapie mit Antidepressiva und Neuroleptika zusatzlich zu der
Modulation des Verhaltens eine Verbesserung der kognitiven Funktionen.
Dieses wurde besonders bei der Therapie mit Medikamenten, d&sin d
serotonerge System eingreifen, beobachtet (Nordberg 1996; Borson and
Raskind 1997; Kumar, Durai et al. 1998; Ritchie, Touchon et al. 1998).
Selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer beeinflussen sowohl den
Umgang mit der Krankheit als auch Aggressivitat, Angststorungen,
depressive Verstimmungen und motorische Unruhe gunstig und konnen
signifikante Verbesserungen der Emotitionsmodulationsfahigkeit it
(Bergman, Brane et al. 1983; Nyth and Gottfries 1990).

Rehabilitation und psychosoziale Therapie begleiten die
pharmakologische Therapie. Ihr Ziel ist es, vor allem den Umgander
Krankheit fir Patient und Pflegeperson zu erleichtern und die
Pflegebedurftigkeit hinauszuzégern.

In neueren Therapieansatzen wird versucht, die
Transmittersubstitution auf andere Transmittersysteme algldadmerge
auszudehnen (Mohr, Mendis et al. 1994; Dringenberg, Diavolitsis et al.
2000), in die Bildung von Amyloid einzugreifen, antiinflammatorisch zu
therapieren, den oxidativen Stress zu reduzieren, oder mit Hilfe von
Wachstumsfaktoren den Nervenzellverlust aufzuhalten (Gottfries 1994;
Nordberg 1996). Um eine gestorte intrazellulare Kalzium-Homoostase
positiv. zu beeinflussen, wurden Therapieversuche mit Kalzium-

Antagonisten durchgefihrt. Der Kalziumkanalblocker Nimodipin zdigte
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1.2.

1.2.1.

1.2.2.

Untersuchungen bei Menschen und Kaninchen Verbesserung von
Gedéachtnis- und Lernleistungen (Deyo, Straube et al. 1989). In einer
randomisierten, doppelblinden, placebo-kontrollierten Multicenterstudie mit
227 Alzheimer-Patienten erzielten die Patienten, die 90mg Nimodipin a
Tag erhalten haben, signifikant bessere Ergebnisse in einem
Wortlistenerinnerungs-Test im Vergleich zur Placebogruppe &ole
1990).

Allgemeine pathophysiologische Aspekte
PATHOLOGIE DES M. ALZHEIMER

Die von Alois Alzheimer beschriebenen morphologischen
Veranderungen, Gehirnatrophie, Nervenzellschwund, Neurofibrillenbindel
und senile Plaques, finden sich in unterschiedlichem Ausmald in allem
Gehirnen von Patienten mit AD. Sie definieren die endgultige
histopathologische Diagnose. Ein Neurofibrillenblndel ist ein helicales
Doppelfilament, das als unlésliche, agyrophile, intrazellulare Adlag
imponiert (Wisniewski, Narang et al. 1976). Die agyrophilen Féonill
enthalten  hyperphosphorylierte  Neurofilamentproteine,  mikrotubuli-
assoziierte Proteine (Tau-Protein, MAP-Protein) und das Stresisprot
Ubiqitin (Joachim, Morris et al. 1987; Lennox, Lowe et al. 1988). Jie si
Ausdruck einer Zytoskelettstérung (Wisniewski, Igbal et al. 1989). Die
Fibrillen lagern sich in den Perikarien und Dendriten von Nervenzelien a
und kommen isoliert oder in Kombination mit den senilen Plagues vor
(Kidd, Allsop et al. 1985). Senile Plagues bestehen aus einer eantral
Ablagerungp-Amyloids (Amyloid-Core) und einer Corona aus dystrophen
Neuriten, aktivierter Mikroglia und Astrozyten (Arai, Leeatt 1990). Die
Plaques enthalten zusatzlich Akut-Phasen-Proteine und Apolipoprotein E
(Apo E).

NEUROCHEMISCHE VERANDERUNGEN BEI M. ALZHEIME

Neben den pathomorphologischen Befunden, ist fur die Neurochemie
vor allem die Degeneration der aszendierenden Projektionsbahnen von

Bedeutung: die Degeneration des cholinergen Systems aus dem Nucleus
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basalis Meynert (Candy, Perry et al. 1983), des noradren8gggems aus

dem Locus coeruleus (Bondareff, Mountjoy et al. 1982) und des
serotonergen Systems aus den Nuclei raphae (Curcio and Kemper 1984)
Dadurch kommt es zu einer Abnahme vieler Neurotransmitter, insbesonde
von ACh (Davies 1978), Noradrenalin (Perry, Tomlinson et al. 1981) und
Serotonin (Arai, Kosaka et al. 1984), aber auch von Dopamin (Storga,
Vrecko et al. 1996). Die Hypothese des cholinergen Defizits istdaig

der alteren Untersuchungen. Mitte der 70er Jahre wurde in mehreren
unabhangigen Studien ein Aktivitatsverlust der Cholin-Acetyltranséeia
Hirnarealen von Alzheimer-Patienten beobachtet (Davies 1978). rSpate
wurde der Zusammenhang zwischen den Zellverlusten im Nucleussbasal
Meynert und einem Mangel an Acetylcholin aufgedeckt. Gleichzeitig
zeigten klinische Untersuchungen, dass eine Blockierung der cholinergen
Transmission Gedéachtnisstérungen bei gesunden jingeren und &lteren
Probanden verursacht (Kopelman 1986). So korrelieren Veranderungen im
cholinergen System bei AD auch am besten mit den kognitiven buekii
(Bierer, Haroutunian et al. 1995). Die anderen Neurotransmittemsgyste
deren Veranderungen bei AD beschrieben werden, korrelieren ehaéemi
nicht-kognitiven Symptomen, wie Stérungen der Affektivitat (v.a.
Depressionen), Angststorungen und psychomotorischen Stérungen.
Besonders das serotonerge System spielt hier eine wichtitgge (Rialtzer,

Smith et al. 1998).

Die aszendierenden Systeme sind allerdings nicht so einheitlich
betroffen, dass die Alzheimer-Erkrankung zu den Systematrophien gehoren
wuirde, zu denen zum Beispiel auch der Morbus Parkinson gezahlt wird.
Trotzdem wird sowohl fur die cholinerge als auch fir die serotonerge
Dysfunktion ein selektiver Prozess angenommen, weil zum einen der
Neuronenverlust in den aszendierenden cholinergen und serotonergen
Systemen uUber die allgemeine neuronale Atrophie hinausgeht und zum
anderen die Neurotransmitter Noradrenalin und Glutamat zu einem
geringeren Ausmald betroffen sind (Nordberg 1992; Meltzer, Smigh. et
1998).

Auch die geringen Erfolge in der Substitutionstherapie sprechen

gegen eine solch vereinfachte  Sichtweise eines isolierten
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Acetylcholinmangels. Neben der Bedeutung von Transmittersystemen
geben neuere Untersuchungen zusatzlich Hinweise auf eine gestorte
Signaltransduktion. Von Bedeutung ist hier zum Beispiel die Rez&ator
Protein-Kopplung (Weinstein, Magnuson et al. 1996; Jope, Song et al.
1997) und die Phosphatidylinositol-Hydrolyse (Haug 1996) sowie die
intrazellulare Kalzium-Homdostase, das heil3t die Regulation und
Aufrechterhaltung einer gleichmaliigen intrazellularen

Kalziumionenkonzentration ([¢§;) (Khachaturian 1989).
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2.1.

2.1.1.

Die Hypothesen dieser Dissertation

Eine serotonerge Hypothese und der 5-HT2a{Reze

FUNKTIONEN DES SEROTONERGEN SYSTEMS

Die Zellkorper der serotonergen Neurone des Gehirns befinden sich
mittelliniennah im dorsalen Hirnstamm. Obwohl die absolute Zellzahl
gering ist (mehrere 1000 Zellkdrper), werden ausgehend von diesen
Zellkorpern grol3e Teile des Gehirns und des Rickenmarks innerviert
(Azmitia and Whitaker-Azmitia 1991). Die Funktion des serotonergen
Systems ist noch wenig geklart, aber zu den Hauptfunktionen schdieen
Regulation der Affektivitat, Aufmerksamkeit und des Antriebs, die
Schlafregulation und die Modulation motorischer Funktionen zu gehdren
(Hoyer, Clarke et al. 1994).

Serotonin moduliert Lern- und Gedachtnisleistungen

Dem serotonergen System wird unter anderem auch im Bereich
Lernen und Gedachtnis eine wichtige Rolle eingeraumt. Es konnte abe
sowohl eine Verbesserung als auch eine Verschlechterung von
Gedéachtnisfunktionen durch serotonerge Aktivitat festgestellt wenddn
die Mechanismen sind bis heute nahezu unbekannt.

Die vorherrschende Hypothese geht von einer Beeinflussung
kognitiver Fahigkeiten durch eine Modulation cholinerger Transmission
durch das serotonerge System aus (Wong, Reynolds et al. 1996;, Heider
Schliebs et al. 1997). Mehrere Untersuchungen weisen Serotoninrezeptoren
auf cholinergen Nervenendigungen nach und zeigen, dass Serotonin (5-HT)
die Acetylcholin (ACh) - Freisetzung aus synaptischen Endigungen
modulieren kann. Serotonin kann abhangig vom 5-HT-Rezeptor
antagonisierend aber auch agonistisch auf das cholinerge Systieem w
(Feuerstein, Gleichauf et al. 1996; Muramatsu, Tomaki-Ohashi et al..1988)

Untersuchungen zur direkten Wirkung des serotonergen Systems auf
die Lernfahigkeit und auf Gedachtnisfunktionen zeigen uneinheitliche
Ergebnisse Zum Beispiel konnen selektive Deafferenzierungen
serotonerger Axone das Lernen und das Gedéachtnis bei Rattenseenbes

(Altman, Normile et al. 1990), wahrend bei bestehendem cholinergen
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Defizit durch Unterbrechung der serotonergen Transmission das Lernen
noch verschlechtert, bzw. bei kombiniertem cholinergen und serotonergen
Defizit durch Transplantation serotonerger Neurone das Lernen serbes
werden kann (Nilsson, Strecker et al. 1988; Richter-Levin and Segal 1989;
Richter-Levin and Segal 1989). Die Unterschiede in den Ergebnissgn sin
vermutlich zum einen durch spezies-spezifische Unterschiedebenkizmd
andererseits in der undifferenzierten Untersuchung des serotonergen
Systems begriindet. Vermutlich ist die Wirkung des serotonergenmtyste
abhangig vom untersuchten 5-HT-Rezeptorsubtyp.

Man unterscheidet mittlerweile eine groBe Anzahl von
Rezeptorsubtypen: 7 Hauptgruppen mit mehreren Untergruppen. Die
Unterteilung erfolgt nach dem Mechanismus der Signaltransduktion, nach
der molekularen Struktur und pharmakologischen Eigenschaften

Wegen der Relevanz in dieser Arbeit wird nun der 5-HT2a{Rere

genauer vorgestellt.

Funktionen des 5-HT2a-Rezeptors
Der 5-HT2a Rezeptor ist sehr weit verbreitet sowohl in periphere

Geweben als auch im zentralen Nervensystem (ZNS). Periphéglesht
er vor allem Kontraktionen der vaskularen und nicht-vaskularen glatten
Muskulatur. AuBerdem fuhrt seine Aktivierung zur Plattchenaggregation
und gesteigerten Kapillarpermeabilitat (Hoyer, Clarke e1294). Sowohl
peripher als auch im ZNS weisen Untersuchungen darauf hin, dass durch
eine Stimulierung des 5-HT2a-Rezeptors die Ausschittung einer Reihe
anderer Neurotransmitter und Hormone moduliert werden kann. Dazu
gehort die Ausschittung von Acetylcholin (Muramatsu, Tomaki-Ohashi et
al. 1988), Adrenalin (Feniuk, Hare et al. 1998), Dopamin (Muramatsu,
Tomaki-Ohashi et al. 1988), exzitatorischen Aminoséuren wie Glutamat
(Maura, Roccatagliata et al. 1988), Vasopressin, Cortison,
Luteinisierungshormon und Prolactin (Hoyer, Clarke et al. 1994).

Im ZNS ist der Rezeptor vor allem im prafrontalen Cortexyiger
im Hippocampus und den Basalganglien zu finden. Im Cortex von Ratten
befindet sich der 5-HT2a-Rezeptor besonders postsynaptisch auf nicht
serotonergen Neuronen (Butler, Pranzatelli et al. 1990). Dort &ihvor

allem in der kortikalen Lamina V Uber Glutamatneurone zu errisahen
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2.1.2.

postsynaptischen Potentialen (EPSP’s) (Aghajanian and Marek 1999).)
Einige Ergebnisse lassen auf eine wichtige Rolle in der Regulder
extrapyramidalen Motorik schlieRen. So soll der Antagonismus an &HT?2
Rezeptoren bei atypischen Neuroleptika eventuell durch eine Erhéhung der
Dopaminausschittung im  Striatum die  Wahrscheinlichkeit ~ ftr
extrapyramidale Nebenwirkungen reduzieren (Moore, Tye et al. 1992).

Das 5-HT2a-Rezeptorgen befindet sich auf Chromosom13ql14 -qg21.
Das humane Gen, das der Ratte, der Maus und des Hamsters sind kloniert
worden. Bei jeder Spezies besteht der Rezeptor aus 471 Aminos&uren.
Gegensatz zu den 5-HT1-Rezeptorgenen besitzen 5-HT2-Rezeptorgene
Introns und Exons (Martin and Humphrey 1993).

Der 5-HT2a-Rezeptor gehdrt wie die meisten anderen 5-HT-
Rezeptoren zu den 7-Helix-Transmembranrezeptoren, die an ein GiProte
gekoppelt sind. Die Stimulierung des Rezeptors fuhrt zu einer Produkti
von Inositoltrisphosphat (¥, kann aber auch eine Aktivierung der
Phospholipase A2 mit nachfolgender Freisetzung von Arachnidonsaure
nach sich ziehen (Berg, Maayani et al. 1998).

VERANDERUNGEN DES SEROTONERGEN SYSTEMS BEHMALZHEIMER-
DEMENZ

Obwohl eine cholinerge Dysfunktion in AD gut dokumentiert ist,
haben Therapien, die das cholinerge System allein modulieren, bisher
enttduschende Resultate geliefert. Eine Ursache kdnnte dawem,lidgss
auch andere Transmittersysteme betroffen sind (Bierer, Harontehial.
1995). In postmortalen Studien gibt es eindeutige Hinweise flr
Veradnderungen im serotonergen System.

Die Nuclei raphae im Hirnstamm sind bevorzugte Stellen fur die
Formation und Ablagerung von neurofibrillaren Bindeln und fur einen
Neuronenverlust (Curcio and Kemper 1984). Ein Verlust an Serotonin und
5-Hydroxyindolessigsaure (5-HIAA, als Indikator flr die metabolische
Aktivitat) konnte in mehreren Studien sowohl im Hirngewebe ath aon
Liquor cerebrospinalis nachgewiesen werden (Reinikainen, Soinindn et a
1990). Eine signifikante Reduktion von 5-HT2a- und 5-HT1la-Rezeptoren
und des Serotonintransporters als Marker fur die postsynaptische

beziehungsweise prasynaptische Zellmembran wurde von einigen
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Arbeitsgruppen sowohl hippocampal als auch frontal und temporal
nachgewiesen (Cross, Crow et al. 1984; D'Amato, Zweig et al. 19, C
Alder et al. 1996).

Diese pathologischen Veradnderungen lassen sich im Cortex und
Hippocampus zu einem fruheren Zeitpunkt nachweisen als die
Veradnderungen im Hirnstamm (Mann, Yates et al. 1984). Eine miméa
kortikale Degeneration mit sekundérer retrograder Degeneratiohent
aufgrund dieser zeitlichen Abfolge der pathologischen Veréanderungen
wahrscheinlich. Da die Storung des serotonergen Systems die randere
Neurotransmittersysteme wie des GABA-ergen oder adrenergen
aszendierenden Systems im Ausmal} Ubertrifft, ist die serotonerge
Dysfunktion in AD aber vermutlich nicht allein die Folge einer
generalisierten kortikalen Degeneration (Cross 1990; Nordberg 1992).

Pra&- und  postsynaptische  Veranderungen  konnten  mit
Verhaltensauffalligkeiten in AD assoziiert werden. Bei Alnhei-
Patienten, die zusatzlich an depressiven Stérungen litten, wurde ein
deutlicheres Ausmal3 an serotonerger Dysfunktion beschrieben (Chen,
Alder et al. 1996). Ob die reduzierte Zellanzahl im serotonergen System und
die Defizite in der Neurotransmission mit der haufigen Koexistemz
Depression und Demenz assoziiert sind, bleibt allerdings ungeklich A
die anderen nicht-kognitiven Symptome sind mit einem Verlust von
serotonergen Rezeptoren verbunden. Zum Beispiel steht Aggressititat mi
einem erhohten Verlust von 5-HT und 5-HT2-Rezeptoren in Verbindung
(Palmer 1996). Psychotische Symptome wurden assoziiert mit eine
signifikanten Reduktion von 5-HT und einer erhdhten Dichte an senilen
Plaques im Prosubiculum (Zubenko, Moossy et al. 1991). Defizite im
serotonergen System wurden demnach vor allem in AD-Patienten
beobachtet, die depressive oder aggressive Symptome zeigten.

Zur Therapie von kognitiven Stérungen und Verhaltensauffalligkeiten
wurden Medikamente vorgeschlagen, die in das serotonerge System
eingreifen  (Borson and Raskind 1997). Selektive Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer beeinflussen vor allem den allgemeinen Umgang
mit der Krankheit gunstig und konnen Aggressivitat und Irritabilitat

reduzieren (Bergman, Brane et al. 1983). Eine andere Studie korekivsel
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bei AD-Patienten eine signifikante Verbesserung der
Emotionsmodulationsfahigkeit und die Reduzierung von Angststérungen,
depressiven Storungen und motorischer Unruhe induzieren, wéahrend kein
Effekt bei Patienten mit Multiinfarktdemenz festzustellen \(rdyth and
Gottfries 1990). Andererseits berichtet die Arbeitsgruppe um draetl al.

von einer Verstarkung von depressiven Stérungen bei Applikation des
direkten  Serotoninagonisten = meta-Chlorophenylpiperazin ~ (Lawlor,
Sunderland et al. 1991).

Zusammenfassend gibt es somit Hinweise fur Stérungen im
serotonergen System, auch wenn die Pathophysiologie und die klinische
Relevanz noch unzureichend aufgedeckt ist. Die Interaktion von 5-HT mit
ACh scheint nicht unwichtig zu sein fir die Ausbildung von
Gedéchtnisstorungen. Postmortale Bindungsstudien und
Medikamentenstudien weisen auf eine wichtige Rolle des serotonergen
Systems bei der Entstehung von Verhaltensstérungen bei AD hin. Die
kortikal betonte Neuropathologie in AD spricht fur die sekundaregetde
Degeneration von aszendierenden serotonergen Hirnstammneuronen aus
dem Nucleus raphe dorsalis. Eine wichtige Frage lautet demnachmw
gehen kortikale Nervenzellen unter, die Projektionsziele vor aties
acetylcholinergen und serotonergen Transmittersystems sind?

2.1.3. MOGLICHE URSACHEN FUR EINEN KORTIKALEN NERVEZELLUNTERGANG
UND FUNKTION DES 5-HT2A-REZEPTORS BEI AD

S-Amyloid-Processing

Ein postsynaptischer Vermittler des kortikalen serotonergen Signals
ist der 5-HT2a-Rezeptor. Der 5-HT2a-Rezeptor spielt neben anderen
Rezeptoren eine wichtige Rolle in der Regulationfdésnyloid-Precursor-
Protein BAPP)-Processings (Nitsch, Deng et al. 1996). Ein Spaltprodukt
desBAPP ist das Hauptprodukt der senilen Plaques,paasyloid (Ap).
Die Rolle dieses 38-43 Aminosauren (AS) langen Peptids ist in der
Pathogenese der Alzheimerschen Erkrankung noch wenig geklareiaber
Reihe von Untersuchungen deuten daraufhin, dgssirdl APP kausal in
der Pathogenese involviert sind. Zum Beispiel sind Punktmutationen im
BAPP-Gen auf Chromosom 21 mit einer familiaren Form der AD &ssbzi
und die meisten Patienten mit Down-Syndrom (Trisomie 21) entwi¢keln



Die Hypothesen dieser Dissertation 20

der 5. Lebensdekade AD. Die

B-Secretasai-Secretas¢y-Secretase
Mutationen sind assoziiert mit
[ L einer erhohten BcProduktion.

I APPs N Experimentell konnte eine direkte
neurotoxische Wirkung des pA
Abb. 1 Processing degAPP durch die nachgewiesen werden (Yanker,

verschiedenen Secretasen Dawes et al. 1989: BUSCigliO,

Lorenzo et al. 1992; Mattson,
Tomaselli et al. 1993; Pike, Burdick et al. 1993; Fu, Luo et al. 1998).)

BAPP zeigt die strukturellen Eigenschaften eines
Transmembranpeptids, bei dem dig-B8equenz teilweise in die Membran
eingebettet istBAPP unterliegt posttranslationalen Modifikationen durch
bisher unspezifizierte Proteasen, di¢ f-und y-Secretase genannt werden
(Abb.1). Die a-Secretase spaltet dg@&PP in ein kleineres Fragment und
ein groReres N-terminales Produkt, das APPs heil3t, sezermidrtumd
neuroprotektive Wirkungen hat. Neurotoxisch ist das Produkt, dasprach
und y-Secretasen-Einwirkung ubrigbleibt, das 38-42 AS lapgenyloid
(AB). Besonders eine anhaltende€’Garhdhung durch einen &aEinstrom
aus dem Extrazellularraum oder Uber defekte Ryanodin-Rezeptoren aus dem
ER fuhrt zu einer verstarkten Bildung vor,Awdhrend eine kurzfristige
Erh6hung Uber den IP3-abhangigen Weg die Bildung des neuroprotektiven
sAPP-Fragments fordert (Querfurth and Selkoe 1994). So kdnnen
Zelloberflachenrezeptoren, wie muscarinische ACh-Rezeptoren, 5-HT2a-
und 5-HT2c-Rezeptoren, Glutamatrezeptoren,  Bradykinin-  und
Vasopressin-Rezeptoren uber G-Protein-Kopplung und Wachstumsfaktoren,
Interleukin-1 und Thrombin Uber einen Tyrosinkinase-Weg die Sekretion
von APPs erhohen (Nitsch, Wurtman et al. 1996) und gleichzeitig die
Formation von A& verhindern (Hung, Haass et al. 1993). Der alternative
Signalweg mit Bildung von PLAsoll fur die 5-HT2a-Rezeptor-vermittelte
Erhéhung der APPs-Sekretion von entscheidender Bedeutung sein (Nitsch,
Deng et al. 1996).

Stoérung der serotonergen Transmission
Zusatzlich zum kortikalen Verlust von 5-HT2a-Rezeptoren im Verlauf

der AD konnte eine gestorte serotonerge Transmission zu einer
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Verminderung der Funktion des 5-HT2a-Rezeptors fihren und den
Processierungsweg hemmen, der zur Bildung von APPs fluhrt. Mehrere
Arbeitsgruppen stellten eine Stdérung des Phosphatidylinositol-Hydrolyse
Wegs bei AD fest. Diese Storung in Form einer Entkopplung derilgewe
nachgeschalteten Einheiten in der Signalkaskade zeigte si¢h au
verschiedenen Ebenen unter anderem in einer Rezeptor/G-Protein-
Entkopplung, einer Stérung der Rezeptor/G-Protein-Aktivierung von PLC
und der Funktion des IP3 (Cowburn, Fowler et al. 1996).

Zum Beispiel konnten einige Arbeitsgruppen Stoérungen der
Aktivierung der PLC durch den Rezeptor/G-Protein-Komplex in postmortal
gewonnenem Hirngewebe von AD nach Stimulierung mit verschiedenen
Neurotransmittern und G-Protein-Aktivatoren feststellen (Greedwo
Powers et al. 1995; Jope, Song et al. 1997). Diese Veranderungen zeigten
sich sowohl nach Stimulation mit Carbachol, Glutamat, Histamin und
Serotonin als auch nach direkter G-Protein-Aktivierung mit {sTBder
Aluminiumfluorid (Crews, Kurian et al. 1994; Greenwood, Powers et al.
1995; Jope 1996; Weinstein, Magnuson et al. 1996). Damit wird eine
generell gestdorte Kopplung des intermediaren Gg-Proteins an die
Phospholipase C wabhrscheinlicher als ein spezifischer Defekt in de
Rezeptor/G-Protein-Kopplung. Fur die serotonerge Transmission Uber 5-
HT2a-Rezeptoren wurde diese Storung noch nicht beschrieben, aber bei
vergleichbarer Transmission sowohl des M1-Rezeptors als auch des 5-
HT2a-Rezeptors Uber ein Gg-Protein, scheint diese Veranderungefur di
Funktion des 5-HT2a-Rezeptors in Patienten mit AD nicht unwichtig sein.

Zudem wurde eine Verminderung von IP3-Rezeptoren in postmortal
gewonnenen Hippocampus, Cerebellum und Cortex von AD-Patienten
festgestellt (Garlind 1995). Eine andere Arbeitsgruppe konnte dies
bestatigen und zeigte eine Korrelation dieser Veranderung imusGy
temporalis superior mit dem Ausmal’ der histomorphologischen Pathologien
(Haug 1996).

5-HT2a-Rezeptor Mutationen
Zwei relevante Polymorphismen liegen innerhalb des 5-HT2a-

Rezeptor-Gens auf Chromosom 13. Ein stiller Polymorphismus wurde an

Position 102 identifiziert, der in einem Basenaustausch von Thymin zu
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Cytosin  besteht. Obwohl er nicht zu einer Anderung der
Aminosaurensequenz des Rezeptorproteins fihrt, ist dieser Polymorphismu
mit visuellen und auditorischen Halluzinationen in Patienten mit M.
Alzheimer assoziiert und zeigt hier sogar eine deutlichesoZation als

bei der Schizophrenie (Holmes, Arranz et al. 1998). Als Ursachdid&en
positiven Befund wird ein Bindungsungleichgewicht mit einem bis heute
unbekannten funktionellen Polymorphismus vermutet, der in einer
regulatorischen Region des Gens liegt (Arranz, Collier et al. 1996).

In der C-terminalen Region wurde ein seltener Polymorphismus
gefunden, der mit einem Histidin zu Tyrosin-Austausch an Position 452
einhergeht und mit einer Allelfrequenz des Tyrosin-Allels von 9,3%ituf
(Erdmann, Shimron-Abarbanell et al. 1996). Die Untersuchungen von Ozaki
et al. zeigen, dass hier eine Rezeptor-regulierende Einheffeptrst und
dass somit die primare Aminosaurensequenz wichtig fur die Funkésn d
Rezeptors ist (Ozaki, Manji et al. 1997). Weil die Punktmutation sich
innerhalb der intrazellularen Doméane befindet, ist es nicht zutenyalass
der Aminosaurenaustausch eine Anderung der Affinitat des Rezeptors
seinen Agonisten zur Folge hat, wie es zum Beispiel fur die Ala42S
Speziesvariation beschrieben ist (Johnson, Loncharich et al. 1993; Almaula
Ebersole et al. 1996). Man vermutete, dass sich die Mutation in einer
veranderten G-Protein-Interaktion und Desensitivierungsempfindlichkeit
auswirken wirde und untersuchte die funktionelle Veranderung dér Ca
Mobilisierung aus dem endoplasmatischen Reticulum nach 5-HT-
Stimulierung. Zellen mit einerfP*Tyr-Allel zeigen sowohl eine signifikant
langere Latenzzeit, kleinere [Eh-Amplituden und eine langere
Halbwertszeit nach Stimulation mit 5-HT als die His/His Hoygmten
(Ozaki, Maniji et al. 1997). Somit scheint sich &f@yr Form des Rezeptors
in einem dauerhaft desensitivierten Zustand zu befinden, in dem aich di
Reaktion auf homologe oder heterologe Desensitivierung und auf eine
Steigerung der Serotoninkonzentration vermindert ist.

Diese Mutation im 5-HT2a-Rezeptor konnte bei einem Teil der
Patienten eine weitere Ursache darstellen flr eine serotonerge
Transmissionsstorung, die unter anderem ein gestoértes Proadssiad® P

nach sich ziehen konnte. Eine Assoziation mit dem Verlauf oder der
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2.2.

2.2.1.

Entwicklung einer  Alzheimer-Erkrankung wurde bei diesem
Polymorphismus noch nicht untersucht.

Weitere Ursachen fir einen kortikalen Nervenzelluntergandewein
der Kalzium-Hypothese der neurodegenerativen  Erkrankungen

zusammengefasst.

Die ,Kalzium-Hypothese*
PHYSIOLOGIE DER INTRAZELLULAREN KALZIUM-HOMDOSTASE

Kalzium (C&") ist der wichtigste second messenger der Zelle. Durch
dieses Kation werden entscheidende zellulare Prozesse regDizemt.
gehdoren  Muskelkontraktion,  Sekretion, neuronale  Erregbarkeit,
Zellproliferation und Zelltod (Kennedy 1989; Berridge 1995). Fiur die
zuverlassige Ausfuhrung dieser Aufgaben ist die Regulation der
intrazellularen freien Kalziumionenkonzentration (fga entscheidend.
Die freie Ruhekonzentration ist sehr niedrig und liegt bei 10-100nmol/l.
Nach Stimulation der Zelle steigt die [(Ja auf 500-1000nmol/l an, sodass
Sensoren, vor allem €abindende Proteine (z.B. Calmodulin oder
Troponin C) aktiviert und Uber weitere Aktivierungs- und
Phosphorylierungskaskaden die Zellfunktionen gesteuert werden (Berridge
1993; Clapham 1995).

Die konstante Ruhekonzentration entsteht durch ein Gleichgewicht
zwischen C&-Einstrom und -Freisetzung in das Zytosol und*Ca
Rucktransport in den Extrazellularraum oder in die intrazedular
Speicherorganellen. Fur den Einstrom aus dem extrazellularen Radm si
membranare  Kalzium-Kandle  bedeutsam, die entweder  auf
Spannungsanderungen (voltage operated calcium channel, VOCCheauf ei
Anderung der Kalziumionenkonzentration im endoplasmatischen Reticulum
(ER) (store operated calcium channel, SOCC) oder auf die Bineineg
spezifischen Agonisten (receptor operated calcium channel, ROCC)
reagieren. Die [Cd]; kann aber auch durch eine Offnung intrazellularer
Kanale, die die intrazellularen Kalzium-Speicher regulierergtdriverden.
Hierzu gehoren der Inositoltrisphosphat (IP3)-Rezeptor und der Ryanodin-
Rezeptor (RyR) (Simpson, Challiss et al. 1995Y*®aimpen sorgen fiir
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eine Reduktion der freien Kalziumionenkonzentration nach der Stimulation.
Sie beférdern Cé entweder iiber N&C&*-Austauscher und GaATPasen

der Plasmamembran (plasma membrane calcium ATPase, PMCAleaus
Zelle heraus oder iber €aATPasen des ER (sarco/endoplasmatic
reticulum calcium ATPase, SERCA) in die intrazellularen Sysic
(Carafoli 1994).

Eine wichtige Funktion firr die Regulation der intrazellulareri*Ca
Konzentration ist der Phosphatidylinositol-Hydrolyse-Weg (Simpson,
Challiss et al. 1995). Bei diesem Signaltransduktionsweg fuhrt die
Phospholipase C katalysierte Hydrolyse von Phosphatidylinositol-
Bisphosphat (Pl zur Bildung der intrazellularen "2 messenger
Diacylglycerol (DAG) und IP3. DAG aktiviert Proteinkinase C,hnénd
IP3 durch die Bindung an spezifische IP3-Rezeptoren der
Speicherorganellen, vor allem an die des glatten endoplasmatischen
Reticulums, eine Freisetzung von’Chewirkt (Berridge and Irvine 1984).

Bei dieser Kaskade sind vor allem 3 Kalziumstréme von Bedeutumgudi
einem in nicht erregbaren Zellen zweiphasischen Kalzium-Bgmnttagen
(Braiman, Goldstein et al. 2000) (Abb.2). Die IP3-abhangige
Kalziumionenfreisetzung (IP3-induced calcium release, IICR) und dahdur
den [C&']i-Anstieg verstarkte Kalziumionenfreisetzung (calcium induced
calcium release, CICR) fiihren zu einem schnellen Anstieg d&f]{@ach
der Stimulation mit einem  Agonisten. Der  kapazitative*
Kalziumioneneinstrom Uber die Zellmembran (capacitative cal@uatny,
CCE), der zum Auffullen der intrazellularen Speicher beitragigtzsich
vor allem in einem nachfolgenden anhaltenderf*@astieg (Berridge
1993; Clapham 1995 (Putney, Broad et al. 2001).

Die Bindung von IP3 an den IP3-Rezeptor, die zu der Freisetzung von
C&* aus dem endoplasmatischen Reticulum fiihrt, wird durch eine
komplexe und wenig verstandene Interaktion zwischen dem Rezeptor, IP3
und C&" reguliert (Jean and Klee 1986). Die IP3-abhangigé’ Ca
Freisetzung ist schnell und (Muallem, Pandol et al. 1989) bautiarci
die Summation von einzelnen Kalziumstromen auf, die jeweils duech di
Bindung eines IP3-Molekils an den endoplasmatischen IP3-Rezeptor
entstehen (Meyer and Stryer 1990). Die IP3-abhangidé Breisetzung
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IICR + CICR CCE

[C a2+] : /‘

Zeit in sec

\/

Abb. 2 schematischer Verlauf eines IP3-abhangigen 2
phasigen Kalziur-Signals. Der steile initiale Anstieg d
intrazellularen Kalziumionenkonzentrationc4*]) wird
im wesentlichen durch die IR#hangige Freisetzung v
Ca’* aus dem endoplasmatischen Reticulum bestimm
induced Kalzium release, IICR) und der durct Cselbs
ausgelosten Kalziumionenfreisetzung (Kalzium ind
Kalzium release, CICR). Die weite Phase, d
nachfolgende langsamere Anstieg der intrazellul
Kalziumionenkonzentration wird vor allem durch
kapazitativen Kalziumioneneinstrom (CCE) aus
Extrazellularraum erzeug

erhalt dadurch einen scheinbar kontinuierlichen Charakter.

Die Generierung des Kalzium-Signals wird unterstiitzt durciCefié
induzierte Kalziumionen-Freisetzung (CICR). Dieses Phanomen wurde
zunachst nur in erregbaren Zellen beschrieben, in denen der Ryanodin-
Rezeptor (RyR) einen CICR-Kanal darstellt, der nach einer Degeatian
und dem spannungsabhéngigen Einstrom voRA" @arch C&" selbst
aktiviert wird (Marrion and Adams 1992). In nicht-erregbaren Zelled w
vermutet, dass der IP3-Rezeptor die Funktion des CICR-Kanals ausuben
kann. Bei niedrigen [C4); zu Beginn des C&Anstiegs ist die Fahigkeit
von IP3, C&" freizusetzen erhéht (Finch, Turner et al. 1991). Zusatzlich
wurden auch in nicht-erregbaren Zellen, unter anderem in Lymphozyten,
Ryanodin-Rezeptoren gefunden, die einen IP3 insensitiven Pool bilden und
zu einer C&-induzierten Kalziumionenfreisetzung beitragen kénnten
(Hakamata, Nishimura et al. 1994; Sei, Gallagher et al. 1999). rDiese
positive Ruckkopplungsmechanismus tragt zum schnellen Anstieg der
[Ca®"]; bei.

Die Kalzium-Speicher werden nach einem?@&instrom aus dem
Extrazellularraum durch die €aATPasen des endoplasmatischen
Reticulums wieder aufgefilllt. Der €aEinstrom aus dem
Extrazellularraum wird direkt von den €&Speichern moduliert und

kapazitativer Kalziumioneneinstrom (CCE) genannt (Putney, Broad. et
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2001). Kapazitativ bedeutet in diesem Zusammenhang, dass der
Fillungszustand der Speicher den Influx ai*Géeuert (Chow and Jondal
1990). Verschiedene Regulationsmechanismen wurden vorgeschlagen, unter
denen heute ein bislang noch nicht definierter Kalzium Influx FakidF)
(Csutora, Su et al. 1999) oder eine direkte mechanische Interakti&Gides

mit der Zellmembran favorisiert werden (Putney, Broad e2@01). Der
Mechanismus des kapazitativen Kalziumioneneinstroms und der dadurch
ausgelosten transienten Erhdhung der®{gast bis heute nicht naher
charakterisiert. Man  weil3  aber, dass der kapazitativen
Kalziumioneneinstrom in verschiedenen Zelltypen eine wichtige Rolle
spielt und dass er zu einer transienten Erhthung déf]{Baitragt, wie sie
nach Stimulation von Zellen mit IP3-induzierenden Agonisten beobachtet
wird (Putney, Broad et al. 2001). Der {G&instrom wurde deskriptivrhe
(Strom (1) calcium release activated) genannt (Hoth and Pelff).
Zweifach et al. konnte in einer Arbeit zeigen, dass fiir defi-Eiastrom

nicht nur die luminale [Gd]; im ER wichtig ist, sondern dass er zudem
spannungsabhangig reguliert wird (Zweifach and Lewis 1996) auch in
nicht-erregbaren Zellen wie den Lymphozyten (Densmore, Haverstadk e
1996).

2.2.2. KALZIUM-HYPOTHESE DER NEURODEGENERATIVEN ERRANKUNGEN

Die Plastizitdt der Neuroarchitektur wird reguliert durch
Mechanismen, die ein funktionelles Gleichgewicht aufrechterhalten
zwischen Wachstum, Regeneration und Degeneratiorf.'][Capielt die
zentrale Rolle in der Modulation dieses Gleichgewichts in die eder
andere Richtung. Zellulare Mechanismen, die die Aufrechterhaltimey e
gleichmagigen intrazellularen Kalziumionenkonzentration regulieren
(Homoostase der [GH:), sollen so die zentrale Rolle spielen bei der
Alterung des Gehirns und der Neuropathologie der AD. Die neuronale
Dysfunktion, dendritische Degeneration und der Verlust an Synapsen
wahrend der AD stellt eine Dysregulation von normalen Prozessedielar,
Voraussetzung sind fur die Entwicklung und Funktion eines ,normalen®
Gehirns (Khachaturian 1989).

Eine kurzfristigen Cd-Uberladung des Zytosols spielt vor allem bei

akuten Schaden wahrend eines Hirninfarkts, Hirntraumas oder im
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epileptischen Anfall eine Rolle. Die neuronalen Populationen, die besonders
vulnerabel sind, besitzen eine hohe Dichte an Glutamatrezeptoren. Eine
Uberstimulierung dieser Rezeptoren fiihrt tiber eine erh6hté]{@a einer
Dendritenschrumpfung, Verdnderungen im  Antigen-Angebot  mit
vermehrter Bildung von Antikérpern gegen Tau- und Ubiquitin-Proteine, zu
Anderungen des Zytoskeletts mit einer Akkumulation von Filamenten und
zu biochemischen Auffalligkeiten, die eine veranderte elektrophdretisc
Mobilitdt des Tau-Proteins und eine Calpain-abhangige Spectrin-Bisgeol
beinhalten (Rothmann and Olney 1986). Diese Veranderungen findet man
auch in ahnlicher Weise in den neurofibrillaren Blindeln von Patienten mi
AD (MacDermott and Dale 1987). Sie zeigen die Ahnlichkeit zwiscliesn
Erkrankungen Hirninfarkt, Hirntrauma, Epilepsie und AD in den
pathologischen Auswirkungen.

Eine dauerhafte diskrete Erh6éhung der freien intrazellularen
Kalziumionenkonzentration ([¢§;) soll nach der klassischen Kalzium-
Hypothese der neurodegenerativen Erkrankungen die gleichen
Auswirkungen auf Apoptose, Regeneration und Plastizitat haben wie die
kurzfristige starke Erhéhung der [€R bei akuten Ereignissen
(Khachaturian 1989).

Zu den moglichen Folgen einer gestorten Kalzium-Homdodostase nach
der Kalzium-Hypothese gehort eine gestorte Mitochondrien-Funktion mit
einer Aktivierung von Enzym-Kaskaden, eine Akkumulation vofi" ©ad
eine Storung der Redoxsysteme mit der Bildung von freien Radikal
(Mattson 1994). Zusétzlich hat die Regulation def" Gaeisetzung aus dem
ER direkte Bedeutung beim Apoptose-Vorgang. Endoplasmatischie Ca
ATPase-Inhibitoren wie Thapsigargin induzieren Apoptose in vielen
Zelltypen und zu Beginn der Apoptose kann eine Erhdhung der Typ3 IP3-
Rezeptoren in Lymphozyten nachgewiesen werden (Guo, Furukawa et al.
1996; Guo, Sopher et al. 1997). Eine gestorte Kalzium-Homoostase kdnnte
aulBerdem eine spezifische Erh6hung desp-Paptides und
Phosphorylierungen des Tau-Proteins durch eine Aktivitatsénderung
Kalzium-abhangiger Proteasen und Proteinkinasen verursachen (Querfurth
and Selkoe 1994). Somit waren die pathologischen Hauptmerkmale der AD

(Apoptose, Plaques und Fibrillen mit hyperphosphorylierten
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2.2.3.

Neurofilamentproteinen) als Folge einer alterierten Kalzium-étustase
vorstellbar.

VERANDERUNGEN DER KALZIUM-HOMOOSTASE BEI DERLZHEIMER-
DEMENZ

Die ersten Untersuchungen zur Kalzium-Regulation an zentralen oder
peripheren Zellen konnten die Hypothese einer allgemeinen Stérung der
Kalzium-Homdoostase nicht bestatigen. Wéahrend zu der Ruhekonzentration
(basale [C&];) unterschiedliche Ergebnisse veréffentlicht wurden, konnten
im Anstieg der [C&]; nach Mitogen-Stimulation keine Unterschiede zur
Kontrollgruppe entdeckt werden (Eckert, Forstl et al. 1993; Bondy, Klages
et al. 1994; Hartmann, Eckert et al. 1994) (Tab.l1).
Untersuchungsergebnisse, bei denen in peripheren mononuklearen Zellen
von Alzheimer-Patienten die [€% nach Stimulation mit PHA erhéht war,
konnten durch andere Gruppen bei gleichem Versuchsaufbau nicht
reproduziert werden (Adunsky, Diver-Haber et al. 1995). Erst als ma
kinetische Grofen bei der Auswertung berlcksichtigte, zeigte esite
Stérung in Form eines verzdgerten Anstiegs def]Canit einem spéateren
Erreichen der maximalen [€% (Bondy, Hofmann et al. 1995; Eckert,
Forstl et al. 1998).

In diesen Untersuchungen zeigte sich auch eine sehr spezifisc
Storung der Kalzium-Homoostase, die mit dprAmyloid-Plaques in
Verbindung steht. Durch eine Vorinkubation fi#dmyloid kann man in
Lymphozyten das PHA-induzierte Kalzium-Signal verstarken. In
Lymphozyten von AD-Patienten féllt diese Verstarkung signifikaninger
aus (Eckert, Forstl et al. 1993; Bondy, Hofmann et al. 1995). Eine
verminderte Wirkung konnte auch fir den Kalium-Kanal-Blocker
Tetraethylammoniumchlorid (TEA) festgestellt werden. Wahrend die
Zugabe von TEA in Kontrollzellen Uber eine Depolarisation zu einem
Kalzium-Signal fuhrt, zeigen Zellen von AD-Patienten einen redernert
Kalzium-Anstieg nach TEA-Zugabe (Etcheberrigaray, Ito et1l@083) und
auch nach zusatzlicher PHA-Stimulation (Bondy, Hofmann et al. 1996).
Diese verminderte Sensitivitdt deutet auf eine Kalium-Kanafihktion
oder einen Kalium-Kanal-Mangel in AD hin (Etcheberrigaray, [toak

1993). Interessanterweise kann in Fibroblasten von Kontrollen eine @hnliche
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Zelltyp | Stimulans [CaY; A Zeit bis Sensitivitat | Quelle

(Dosis pg/ml)| basal | [C&; | [Ca®]; max| auf
PBMC | PHA (100) A A (Adunsky, 1991;
Adunsky, 1995)
LC PHA (100) A —_— (Hartmann,
1994)
LC PHA (25) - —_ A (Bondy, 1994;
PHA (100) - A Bondy, 1995)
LC PHA (15) —_— —_ (Eckert, 1993;
AB + PHA v Bondy, 1995;
Eckert, 1997)

LC TEA+PHA v | (Bondy, 1996) |

EOAD: | PHA (25) —_ A (Sulger, 1999)

T-LC

LOAD: | algM A A (Ibarreta, 1997)

LB AB A

AB + algM -

Tab. 1 Ubersichbeziiglich der Untersuchungen zur Kalzium-HomoestasLymphozyten

(LC), Lymphoblasten (LB) und peripheren mononulde&@lutzellen (PBMC).

(A erhoht,¥ erniedrigt,== kein Unterschied gegentber der Kontrollgruppe)
Kalium-Kanal-Dysfunktion durch eine Inkubation mip Ausgelost werden
(Etcheberrigaray, Ito et al. 1994).

Somit konnte A8 durch eine Interaktion mit TEA-sensitiven’-K
Kanalen zu der reduzierten TEA-Sensitivitat in AD beitragen. Der

Mechanismus dieser Interaktion ist unbekannt. Die Arbeit von Bhagavan e

al. gibt Hinweise darauf, dass ein Aktivitatsverlust einer Phosphskina

(PKCu) ein wichtiger Zwischenschritt sein kann (Bhagavan, lbaetta.

1998). Andere mdogliche Auswirkungen vonp Aauf die Kalzium-

Homoostase werden im nachsten Abschnitt beschrieben.

Neben

der

Kalium-Kanal-Dysfunktion

findet

man

weitere

Veranderungen auf subzellularer Ebene bei AD. Zum Beispiel konaite

bei dem Ryanodin-Rezeptor (RyR), der entscheidend ztiriduzierter

Kalziumionenfreisetzung beitragt, stadienabhangig eine Erhéhungdeer

Neurofibrillenpathologie)

Befunde) der

nachweisen (Kelliher, Fastbom et al. 1999).

oder
RyR-Dichte

Erniedrigung (starkere pathologische

in postmortal

gewonnenem Hirngewebe
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2.2.4. MOGLICHE URSACHEN EINER STORUNG DER KALZIUMOMOOSTASE
S-Amyloid

Eine direkte neurotoxische Wirkung des unléslichen aggregi@rten
Amyloids, des Hauptprodukts der amyloiden Plaques wurde mehrfach
beobachtet.-Amyloid fuhrte zu einer erhdhten Empfindlichkeit der
Neurone auf metabolische und exzitotoxische Noxen und koénnte zur
neuronalen Degeneration bei Alzheimer-Patienten beitragen (Yanker,
Dawes et al. 1989; Busciglio, Lorenzo et al. 1992; Mattson, Tomasaeili
1993; Pike, Burdick et al. 1993; Fu, Luo et al. 1998). Die Ergebnisse
stimmen mit der Pathologie bei AD lberein, bei der nur dieeseRilaques,
die die kongophile aggregiertepAorm enthalten, mit der neuronalen
Degeneration assoziiert sind. Es gibt Hinweise darauf, dass d
Neurotoxizitat durch eine Storung der Kalzium-Homdostase hervorgerufen
wird (Eckert, Hartmann et al. 1993; Mattson, Barger et al. 1993;e8s0m]
Butler et al. 1997).

B-Amyloid kann schon in niedrigen Dosen eine Erh6hung der basalen
[Ca®]i und eine Verstarkung des Stimulus-induzierter? &nstroms
bewirken (Mattson, Tomaselli et al. 1993). Diese Erh6hung der Membran-
Leitfahigkeit fir C&" konnte A durch die Bildung eines selektiven
Kationen-Kanals verursachen. Dieses ist in vitro zu beobachten, fwenn
Amyloid in eine Lipiddoppelmembran eingebracht wird. Der entstandene
Kationen-Kanal zeigte eine Transportfunktion furrCéArispe, Pollard et
al. 1993; Arispe, Rojas et al. 1993; Pollard, Rojas et al. 1993). Durch eine
Ablagerung auf der Zelloberflache konnt@ Aber auch die Funktion von
Membranproteinen verandern, die an der Regulation der Kalzium-
Homdostase beteiligt sind, wie zum Beispiel der/8&*-Austauscher
(Wu, Derrico et al. 1997), ATPasen (Mark, Hensley et al. 1995) und L-
VOCC’s (Silei, Fabrizi et al. 1999). Sowohl Antioxidantien und
Nervenwachstumsfaktoren (Mattson, Tomaselli et al. 1993), als auch
Kalzium-Antagonisten (Weiss, Pike et al. 1994) und Kalziumfreies
Versuchsmedium (Mattson, Tomaselli et al. 1993) konnten diese

Veranderungen in der Regulation der{averhindern.
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Preseniline
Ursache fir eine Stérung der Kalzium-Homdostase bei der faemiliar

Form der Alzheimer Erkrankung konnen Mutationen auf den Chromosomen
1 und 14 sein, die mit der Hélfte aller familiaren Féalle dezha&imer-
Krankheit assoziiert sind. Die zwei von den Mutationen betroffenere Gen
wurden Presenilin-1 (PS-1 auf Chromosom 14) und Presenilin-2 (PS-2 auf
Chromosom 1) genannt. PS-1 ist vor allem mit den sehr frihen Fodieen,
zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr beginnen, assoziiert, wahrend die mit
PS-2 assoziierte Form bezuglich des Erkrankungsalters von 50-6% Jahre
und dem Verlauf eher der sporadischen Form ahnelt. Bis heute sinBlOiber
Mutationen des PS-1-Gens und 2 Mutationen des PS-2-Gens entdeckt
worden, die in fast allen Fallen autosomal dominant vererbt werdén un
eine sehr hohe Penetranz aufweisen. PS-1 und PS-2 sind auf der
Aminosaurenebene zu 67% homolog. PS-1 kodiert fur ein Protein, das S182
genannt wird, das Genprodukt von PS-2 heil3t STM2. S182 und STM2 sind
6- oder 8-Transmembranproteine, deren C-Terminus, N-Terminus und
Schleifendomane sich auf der zytosolischen Seite von Membranendrefind
(Mattson, Guo et al. 1998).

Man vermutet physiologische Funktionen in den Bereichen Apoptose
und Differenzierung, Protein-Processing, Vesikel- und Proteintranspor
Signaltransduktion und [G3; - Regulation im ER. Die meisten Hypothesen
basieren auf Untersuchungsergebnissen zur Struktur, Lokalisation und
posttranslationaler Modifikation der Preseniline (Mattson, Guo d9888).

Das Expressions-Profil stitzt besonders die Hypothese einer direkte
Wirkung auf die Kalzium-Homdostase. Innerhalb der Zelle ist PS-1 vor
allem dem endoplasmatischen Reticulum zugeordnet, das als
Kalziumionenspeicher eine grof3e Rolle in der Kalzium-Homoostase spiel
(Guo, Furukawa et al. 1996). Ob unter physiologischen Bedingungen
Presenilin-1 die [CH]; moduliert, ist fraglich, bisher wurden nur bei
mutiertem Presenilin  Auswirkungen auf die Kalzium-Homo6ostase
beobachtet.

Alterationen der Kalzium-Homoostase konnten in Fibroblasten (lto,
Oka et al. 1994) und kultivierten Zellen (Guo, Furukawa et al. 1996) von
Patienten mit familiarem Alzheimer gezeigt werden, die énesenilin-

Mutation aufwiesen. Die Arbeitsgruppe um Leissring et al. beoliaohitee
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spezifische Erhdéhung der IP3-abhéngige Kalziumionenfreisetzung und
betonte, dass die Potenzierung der’[Gaach Stimulation nicht fiir eine
Mutation spezifisch ist, sondern eine generelle Konsequenz vieler
Presenilin-Mutationen darstellt (Leissring, Paul et al. 1999). So kamte
auch in Zellen mit einer der beiden PS-2-Mutationen die gleichen
Veranderungen feststellen (Leissring, Parker et al. 1999). allem
konnten sie die Hypothese unterstiitzen, dass eine erhthte Sensitivitat de
IP3-induzierten Kalziumionenfreisetzung zu der Alteration in dezilan-
Homoostase fuhrt. Allerdings ist auch das Kalzium-Signal nach
Depolarisation erhoht (Barrow, Empson et al. 2000). Spatere
Untersuchungen zeigen, dass zusatzlich eine Stérung des kapazitat
Kalziumioneneinstroms besteht (Leissring, Akbari et al. 2000; Yoo, Cheng
et al. 2000), der vermutlich durch eine Uberladung des ER nfit Ca
zustande kommt (Leissring, Akbari et al. 2000). Eine verkurzte Phase des
nachfolgenden G&Einstroms zeigen auch schon Arbeiten von Guo 1996
(Guo, Furukawa et al. 1996). Es ist mdglich, dass Zellen mit Mutatione
den Presenilin-Genen durch diese Storung der Kalzium-Homd@ostese e
erhohte Vulnerabilitat auf lokale metabolische Stérungen zeigenu Daz
gehort die Reaktion auf Hypoxie, Glucosedeprivation (Mattson, Zhiu et a
2000) und exzitatorische Stimuli (Guo, Sebastian et al. 1999) mit eine
verstarkten intrazellularen €aErhéhung, einer gesteigerten intrazellularen
freien Radikalbildung und einer mitochondrialen Dysfunktion in Presenilin-
Mutanten.

Zu beachten ist, dass die Hemmung des CCE’s eine aktive Funktion
zu sein scheint, Mutationen in Presenilin-Genen also ,gain-of-function”
Mutationen zu sein scheinen, denn Yoo et al. konnten zeigen, dass eine an
Presenilin  verarmte  Zelle einen gesteigerten kapazitativen
Kalziumioneneinstrom aufweist (Yoo, Cheng et al. 2000). Auch andere
Untersuchungen geben Hinweise auf die Bedeutsamkeit einer normalen
Presenilin-Funktion fir die Kalzium-Homdoostase. Bouras et al. vermut
eine erhodhte neuronale Vulnerabilitat fur degenerative Prozessenben
Mangel an Presenilin-1. Sie beschrieben in sporadischen AD-Patenén
signifikant erniedrigte Immunoreaktivitat fir PS-1 in Neuronen mit

Neurofibrillen verglichen mit Neuronen ohne diese pathologischen
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Veranderungen (Bouras, Giannakopoulos et al. 1996). In einer zweiten
Untersuchung zeigte sich eine signifikant erniedrigte
Presenilinkonzentration in Zellen von Patienten mit sporadischem AD
(Giannakopoulos, Bouras et al. 1997). Dies scheint eine interessante
Verbindung zwischen sporadischen AD-Féallen und familidren Formen mi
Presenilin-Mutationen zu sein und auch in Patienten mit sporadischen AD
konnte eine Funktionsanderung von Presenilinen zu einer Stérung der
Kalzium-Homdoostase beitragen.
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3. Ziele der Dissertation

Das Ziel dieser Dissertation ist die Untersuchung des sergeme
Systems als weiteres bedeutendes Transmittersystem in der
Pathophysiologie der Alzheimerschen Demenz sowie die Untersudeung
Kalzium-Homo6ostase als wichtigstes intrazellulares  Systeder
Signaltransduktion. Eingriffe in beide Systeme wurden bereits ale neu
Therapieoptionen bei Demenzpatienten vorgeschlagen und werden den
neuen Erkenntnissen gerecht, nach denen Serotonin im Bereich Lernen,
Gedachtnis und nicht kognitiven Symptomen bei AD eine bedeutende Rolle
spielt und nach denen man spezifische Stérungen auf subzellularer Ebene
im Bereich der Kalzium-Homoostase entdeckt hat.

Es werden Lymphozyten von Patienten mit M. Alzheimer, von
Patienten mit anderen kognitiven Storungen und von Kontrollen mit
Serotonin stimuliert und die Kinetik des dadurch ausgelosten intraézeltul

Kalzium-Signals aufgezeichnet.

Zu den Zielen dieser Untersuchung gehort:
1. die Etablierung eines validen peripheren Modells fur die in-
vivo-Untersuchung des  serotonergen  Systems  und
Eingrenzung der moglichen transmittierenden  5-HT-

Rezeptoren

2. herauszufinden, welche Veradnderung Uberwiegt: die
Dysfunktion in der serotonergen Transmission oder die
gestorte Kalzium-Homoostase mit gesteigerter
Kalziumionenfreisetzung nach serotonerger Stimulation und
Erh6hung der freien intrazellularen

Kalziumionenkonzentration

3. eine Entdeckung eines moglichen frihen diagnostischen und

biologischen Markers
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Im zweiten Teil wird der funktionelle His452Tyr-Polymorphismus im
Exon3 des 5-HT2a-Rezeptorgens der Patienten und Kontrollen untersucht
und mit den Veranderungen der Kalzium-Homdostase und der serotonergen

Signaltransduktion assoziiert. Die Ziele dieser Assoziation bestehen in
1. der Entdeckung eines weiteren genetischen Risikofaktors

2. der Identifizierung eines atiologischen Faktors fur die

Veranderungen in der serotonergen Transmission

3. der Moglichkeit eventuelle Untergruppen identifizieren und

individueller therapieren zu kdnnen.
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4. Material und Methoden

4.1. Patienten und Probanden
4.1.1. PATIENTEN

Es nahmen 57 Patienten an den Untersuchungen zur intrazellularen
Kalzium-Homo6ostase und der Polymorphismusbestimmung des 5-HT2a-
Rezeptorgens teil, die aus dem Patientenkollektiv der Demenlasprede
der gerontopsychiatrischen Forschungsstation (D4 der Psychiatrischen
Klinik der LMU Minchen) uber einen Zeitraum eines halben Jahres
rekrutiert wurden.

Voraussetzungen fur die Aufnahme in die Studie erfullten Patienten,
die den ersten Kontakt zu einer psychiatrischen Einrichtung auérahm
und/oder vor dem  Therapiebeginn mit  Nootropika  und
Acetylcholinersterasehemmern standen. Ausgeschlossen aus der Studie
wurden Patienten, die Medikamente einnahmen, die in die intrazellulare
Kalzium-Homoostase (Kalzium-Antagonisten, Lithium), in das serotonerge
System (selektive serotonerge Reuptake Inhibitoren, tricyclismiher
tetracyclische Antidepressiva, Monoaminoxidase-Inhibitoren), oder das
Immunsystem  (systemische  Glucocorticoide,  Immunmodulatoren,
Immunssupressiva) eingreifen.

Die Patienten und/oder die gesetzlichen Betreuer wurden uber das
Ausmal3, die Risiken und den Zweck der Untersuchung ausfuhrlich
aufgeklart und erteilten ihr Einverstandnis in einer schrifthchaer
mundlichen Erklarung.

Die Untersuchung startete direkt bei Erstkontakt des Patientedemi
Demenzsprechstunde. So wurden die Versuche zunachst durchgefiihrt und
ausgewertet ohne die abschlieRende Diagnose des einzelnen Patienten z
kennen. Durch die gerontopsychiatrische Forschungsstation wurden die
Patienten nach einer ausfuhrlichen Anamnese, korperlichen Untersuchung,
apparativen  Untersuchungen und neuropsychologischer  Testung
diagnostiziert. Nach Abschluss des experimentellen Teils ddieStvurden
diese Diagnosen bekannt gegeben. Die Patienten konnten daraufhin in

insgesamt 3 verschiedene Gruppen eingeteilt werden (Tab.2).
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Gruppe Anzahl Alter Alter bei Geschlecht
PP Erkrankung m w
gesunde 30 64,8+9 11 19
Kontrollen
1. Alzheimer 22 70,247 667 | 10| 12|
2. andere
kognitive 30 64,6x10 60 £ 10 19 11
Stoérungen
2a SKS 15 62,3112 58 +12 8 7
2b LKS 7 69,412 63+ 4 6 1
2c VD 8 64,5t11 61+11 5 3
3. Depressive 5 61,448 59+14 1 4
Storung

Tab. 2 Demographische Charakteristika der verscteedn Testgruppen:
gesunde Kontrollen und die 3 Patientengruppen:1zhéimer-Demenz (AD), 2.
andere kognitive Stérungen (aKS) mit den Untergeuppasubjektive kognitive
Storungen (SKS), 2b leichte kognitive StérungenSjLKind 2c vaskulare
Demenzen (VD) und 3. Depression. Alter b&iestung und bei
Erkrankungsmanifestation (in Jahren; Mittelwert #aSdardabweichung) und
Geschlecht (m = Anzahl der Manner, w = Anzahl dexuen).

Gruppe 1 ,Alzheimer-Demenz” (AD):

22 Patienten erfillten die Diagnosekriterien von der Arbeitsgruppe

des National Institute of Neurological and Communicative Disordets
Stroke (NINCDS) und der Alzheimer's Disease and Related aBese
Association (ADRDA) (McKhann, Drachman et al. 1984). Die Diagnose

.wahrscheinliche Alzheimer-Demenz" erhielten Patienten, diezidefin 2

oder mehr kognitiven Bereichen hatten, eine progressive Versdamaacht

des Gedachtnisses und anderen kognitiven Funktionen zeigten und bei

denen Bewusstseinsstérungen ausgeschlossen werden konnten. Zuséatzlich

wurden apparative Untersuchungen durchgefiihrt, um andere Ursachen einer

Demenz auszuschlielRen.

Gruppe 2 ,andere kognitive Stérungen” (aKS):
Zur statistischen Analyse wurden 3 Untergruppen zur Gruppe 2

zusammengefasst (n=30).

Gruppe 2a ,subjektive kognitive Storungen* (SKS):
Bei 15 Patienten wurden die Symptome als subjektiv kognitive

Storungen (SKS) eingestuft, bei denen die beklagten kognitiven t@efizi

nicht durch neuropsychologische Testung objektivierbar sind. Diese

Stoérung entspricht dem Stadium 1 oder 2 auf der Global deterioratiten s
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(GDS) nach Reisberg (Reisberg, Ferris et al. 1982).

Gruppe 2b ,leichte kognitive Stérungen” (LKS):
7 Patienten zeigten leichte kognitive Storungen (LKS), die definie

sind als ein frihes Verwirrtheitsstadium mit objektivierbaren
Merkfahigkeitsstérungen, ortlichen Orientierungsstérungen,
Konzentrationsstorungen, Wortfindungs- und Benennstérungen oder
Defiziten in der Bildung von neuen Ged&chtnisinhalten. Hinweise auf diese
Defizite ergeben sich nur in einer ausfuhrlichen Anamnese, gbleeriler

eine ,altersentsprechende” Vergesslichkeit hinaus (GDS=3).

Gruppe 2c ,vaskulare Demenzen* (VD):
Zerebrovaskulare Demenzen und Multiinfarktdemenzen sind mit den

Demenzmischformen mit vaskularer Komponente in dieser Gruppe
zusammengefasst (n=8).

Entscheidend fur die Zuteilung zu dieser Gruppe sind nach den
Kriterien des National Institute of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke (NINDS) und der Association Internationale pour |
Recherche et I'Enseignement en Neurosciences (AIREN) (Roman,
Tatemichi et al. 1993) Nachweise von vaskularen Schaden mit
bildgebenden Verfahren und der Zusammenhang dieser Befunde mit den

psychopathologischen Symptomen.

Gruppe 3 ,Depression*:
Bei 5 Patienten konnten die dementiellen Symptome als depressives

Syndrom eingestuft werden, bei dem zusatzlich eindeutig kognitive

EinbuRen bestehen.

4.1.2. KONTROLLPERSONEN

Die gesunde Kontrollgruppe besteht aus 30 Probanden, die aus dem
GrofRraum Munchen durch mundliche Werbung und Aushénge in Minchen
fur die Studie gewonnen werden konnten. Ein Drittel der Probanden konnte
im gleichen Zeitraum wie die Patienten in die Studie aufgenonweeden.

Zwei Drittel der Kontrollen wurden in den folgenden 2 Jahren rekrutiert.

Die Probanden wurden uber das Ausmal3, die Risiken und den Zweck

der Untersuchung ausfihrlich aufgeklart und erteilten ihr Einverstamdnis
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4.2.

4.2.1.

einer mundlichen und/ oder schriftlichen Erklarung.

Die  Ausschlusskriterien waren identisch mit denen der
Patientengruppen (Kalziumkanal-Antagonisten, Antidepressiva,
Immunmodulatoren, systemische Cortisontherapie). Zusatzlich sbéte
eigene psychiatrische Anamnese und Familienanamnese besonders
bezuglich dementiellen Erkrankungen unauffallig sein.

Die Probanden wurden ausfuhrlich mit einem vorgefertigten Bogen
anamnestiziert und es wurde eine Blutentnahme fur laborchemische
Untersuchungen durchgefihrt. Die psychiatrische Anamnese und
Familienanamnese war aul3er bei 3 Probanden unauffallig. Eine Probandin
hatte sich einer einmaligen stationaren Behandlung einer Adwgstg
unterzogen. Einem Probanden fiel eine Suizidhaufung in der Familie auf,
ein anderer berichtete von einer depressiven Stérung der Mutter. 19
Probanden waren frei von somatisch internistischen Erkrankungen. 11
Probanden berichteten von Erkrankungen im Bereich des kardiovaskularen
Systems, 11 von 14 Probanden mit positiver Medikamentenanamnese
nahmen antihypertensive Medikamente ein. 5 Probanden berichteten von
endokrinologischen oder Stoffwechselerkrankungen und behandelten diese
medikamentts. Bei den orientierenden laborchemischen Untersuchungen
zeigten sich bezlglich der Elektrolyte, der Nieren- und Lebanpeter, der
Schilddrisenwerte und des Blutbildes keine Auffalligkeiten. Bei 4

Probanden wurde ein leicht erhdhtes Gesamtcholesterin gemessen.

Kalzium-Messungen
UNTERSUCHUNGSMATERIAL

Die Blutentnahme in 3 CPDA-Monovette

(citrate-phosphate-dextrose-adenine; Sarst

erfolgte morgens zwischen 10.00 und 13.00 Lymﬁhozyten
Fico

durch  Venenpuktion der V. cubitalis. Di Erythrozyten

Lymphozyten wurden immer direkt anschlie3end
. . . . . .. Abb. 3 schematische
durch  Dichtezentrifugation mit  Ficoll-L6sung parstellunc eines Falcon-

Roéhrchens mit mit Vollblt

(Biochrom KG) isoliert. Das Vollblut aus drei 7,5 mly, o o piopiater Ficoll-Lsg.

- Monovetten wurde hierzu mit RPMI (Biochromnach Dichtezentrifugation
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4.2.2.

KG), dem zuvor BSA (bovines Serumalbumin, Fraktion V, Roth) in einer
Konzentration von 1g/l zugesetzt wurde, im Verhaltnis 1:3 verdinnt. Der
Uberschichtung der Ficoll-Lésung (15 ml) mit verdinntem Vollblut (40
ml), folgte eine Zentrifugation Uber 45 Minuten bei 25°C und 400g.
Anschlie3end wurden die Lymphozyten, deren Schicht sich oberhalb der

Ficoll-L6sung befindet, vorsichtig abpipettiert (Abb.3).

KALZIUM-MESSUNGEN AM LS 50 B

Die Bestimmung der intrazellularen Kalziumionenkonzentration
([Ca®])) beruht auf der Messung des Wellenlangespektrums des
Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2 AM, dessen Spektrum sich bei &imding
an freie Kalziumionen verschiebt (Grynkiewicz, Poenie et al. 1986).

Zur Farbung der Lymphozyten mit Fura-2 AM wurden die Zellen
nach einmaligem Waschen mit RPMI in einer Konzentration von 1’x 10
Zellen/ml in RPMI resuspendiert und fir 40 min bei 37 °C mit Fura-2
(Sigma) in der Endkonzentration von 3umol/l inkubiert. Die Zellen wurden
anschlieBend einmal gewaschen, in HBSS-Puffer resuspendiert und auf die
Zellkonzentration von 1 x f0Zellen/ml mit dem Zellzahler (Beckman
Coulter) eingestellt. Vor der Messung sicherte eine Inkubatmm 20
Minuten bei 25°C das Auffullen der intrazellularen Kalziumionenspeicher.

Die Messung erfolgte am Luminiszenz Spektrometer von Perkin

Start

evt. Antagonist Agonist

mn ¥

0 — 40 p 160 sec

Abb. 4 Zeitverlauf der Kalzium-Messung:

Nach 2 min Vorinkubation wird bei 0 sec die Aufaeimc
gestartet und bei 40 sec die Stimulation mit denonisger
durchgefuhrt. Insgesamt wird Uber einen Zeitraum 60 sec
aufgezeichnet.
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Elmer (LS 50B). Die Fluoreszenz Intensitdit wurde nach folgender
Gleichung zu der [CG4]; in Beziehung gesetzt

[Ca2+ ]i =K, X—Em::_m;; :

bei derKy die Dissoziationskonstante fiir die’G8indung an Fura-2
ist (Sie betragt 224 nmol/l bei pH 7,4 und 37°C.) linhdie Fluoreszenz
Intensitat der Probe an den jeweiligen Mel3punkEenx und Fn, erhalt
man nach Kalibrierung mit 0,5 mmol/l Digitonin- (Sigma) und 100 mmol/l
EGTA-LAsung (Merck).

Die Zellsuspension wurde zunéchst 2 min bei 37°C inkubiert, dann
begann die Messung (Abb. 4). Bei einigen Versuchen wurde am Ende der 2-
minutigen Inkubation vor dem Start der Datenaufzeichnung ein 5-HT-
Antagonist zugegeben. Nach weiterer Inkubationszeit von 40 sec wurde mi
Serotonin (Sigma) odexMethyl-Serotonin (Tocris) in Konzentrationen von
10pmol/l stimuliert.

4.2.3. STRAHLENGANG

Xenonrohr

Fura-2 ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der

spezifisch an Cé-lonen bindet und Licht Spiegelsystem

Monochromator
Photomultipler fiir

ob Kalzium gebunden ist oder nicht (340 bzw Referenzwert

380nm). Mit dem Luminiszenz Spektrometer LS50B

unterschiedlicher Wellenlange emittiert, je nachde

kann man Intensitaten von Licht mit unterschiedlich Probe

Wellenldnge getrennt bestimmen. Aus dem Verhaltnis
der Intensitdten bei 340nm und 380nm Wellenlan¢ =¥
Spiegelsystem

und unter Einbeziehung der maximalen (nach Zugg Monochromator
Photomultipler fir

von Digitonin) und minimalen (nach Zugabe vol Probenwert

EGTA) Kalziumionenkonzentration ([3) konnen

die absoluten [CGd]; berechnet werden. Integration
. .| Amplifikation
Der LS50B kann die Fluoreszenz von Proben i| konversion
. i . . Bildung von
zeitabhangigen Ablauf (Time drive) messen url v.civerten
aufzeichnen. Die Anregungsquelle ist eine spezielld_Filten

.. . , Abb.5 Messaufbau
Xenon-Rohre. Der Strahlengang ist in Abb. 5des | s 508,

abgebildet, Strahlengang
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AR EEEN & Name Firma Endkonzentration
HT-Rezeptortyp
5-HT1A Piperazin Tocris lpmolll
5-HT1B GR55562 Tocris 0,1pmol/l
5-HT2 Risperidon Janssen Biotech| 0,1umol/l; 1umol/l
5-HT2A/C Ketanserin Tocris 0,001-1pmol/l
5-HT2C RS102221 Tocris 0,1pmol/l; 1pmol/l
5-HT3 Tropisetron RBI lumolll
5-HT4 RS39604 Tocris Iumolll

Tab. 3 Antagonisteriur die verschiedenen 5-HT-Rezeptorsubtypen

4.2.4. DIE 5-HT-REZEPTORANTAGONISTEN

4.2.5.

Zur pharmakologischen Bestimmung des Rezeptorsubtyps wurde
versucht, das Serotonin-induzierte Kalzium-Signal mit Antagonisten z
blockieren (Tab.3). Diese Substanzen wurden kurz vor dem Messstart zur
Zellsuspension gegeben. Nach 40 sec wurde die Blockierungsfahigkeit

durch Stimulation der Zellen mit 5-HT getestet .

STATISTISCHE ANALYSE

Die aufgezeichneten Kalziumkurven lieRen sich grundsatzlich in vier
Kurvenabschnitte einteilen (Basislinie, initialer Anstieg, lechAbfall,
flacher zweiter Anstieg) (Abb. 6). Die Kurven wurden durch die
Bestimmung von 4 Werten ausgewertet, die jeweils die 4 Abscluete
normalen Kurvenverlaufs charakterisierdder Basalwert charakterisiert
den ersten Abschnitt und entspricht der mittlererf{icder ersten 40 sec.
Fir den 2. Abschnitt wird dasitiale Maximum (Max,;) bestimmt, die
maximale [C&"]; des initialen Anstiegs der [€% nach 5-HT-Stimulation.
Der 3. Abschnitt, der sich durch einen leichten Abfall der?{ta
auszeichnet, wird durch dadinimum (Min) gekennzeichnet, das der
kleinsten [C&"]; nach dem initialen Maximum entspricht. Der Mittelwert
der letzten 10 sec ergibt diisale Maximum (Maxs,) und charakterisiert
den letzten Abschnitt des flachen Anstiegs der Kalziumionenkonzentrati
(Abb. 6). Die Subtraktion des Basalwerts von den absoluten Werten,(Max

Min, Maxsn) ergibt die DifferenzwertAMax,i, AMin und AMaxsin.
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[ca

A

Y
40 sed |t max]__[tmin ]

Zusatzlich wurden die Zeiten gemessen bis zum Erreichen des
initialen Maximumg(tmax) und des Minimumst min).

Zur statistischen Analyse wurde das Statistik-Programm SRS
verwendet. Zur Testung der Null-Hypothese, dass es keinen
Mittelwertunterschied der einzelnen  Variablen zwischen den
unterschiedlichen Patientengruppen und der Kontrollgruppe gibt, wurde die
einfaktorielle Varianzanalyse (Analysis of variance, ANO\&hgewendet.

Die Varianzanalyse bedient sich dem Vergleich der Gruppenvarnadze

aus den Gruppenmittelwerten geschatzt werden. Die Homogenitat der
Varianzen als Voraussetzung zur Anwendung dieses Tests wurdemmit de
Levene-Test Uberprift. Um die Unterschiede bestimmten Gruppen zuordnen
zu koénnen, wurden bei signifikantem Ergebnis in der Varianzanalyse
zusatzliche statistische Tests durchgefuhrt. Bei nicht gigniem
Levene’s Test (Levene’s test: p >0,1) wurde der Bonferroni-Test, konnte die
Varianzgleichheit nicht angenommen werden (Levene’s tes0,ft) wurde

der Tamhane-T2 angewendet, fur den eine Varianzgleichheit nicht

vorgeschrieben ist.

1. Basislinie 2. initialer | 3. leichter | 4. flacherer Anstieg
Anstieg | Abfall |
| | i
I | I
' MaXip | |
| | |
I | I
I | |
I | I
I | |
i ' i MaXsin
I
| | | ——
| | |
I | I
I | I
I | I
| i
Basalwert i :
—_— |
I
1

160 sec I

Zeit in sec

Abb. 6 Schematischer Kurvenverlaufit den 4 Kurvenabschnitten (1. Basislinie
initialer Anstieg, 3. leichter Abfall, 4. flachereAnstieg) in Kursiv und den
charakterisierenden Werten (Basalwert, initialesXitlaum (May,;), Minimum (Min)
finales Maximum (Mg;,) in Fettdruck.
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4.3. Bestimmung des His452Tyr-Polymorphismus ded 2a-
Rezeptor-Gens

4.3.1. MATERIALGEWINNUNG

Die genetischen Untersuchungen wurden bei insgesamt 19 Kontrollen
und 29 Patienten durchgefuhrt. Die Blutabnahme in EDTA-Monovetten
(Sarstaedt) zur Gewinnung von Frischblut wurde zusammen mit der
Blutabnahme zur Gewinnung der Lymphozyten fiir die Messung défj[Ca

durchgefuhrt.

DNA-Praparation aus Vollblut
Die DNA-Isolation wurde mit dem Qiagen Blood & Cell Culture

DNA Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Digsebasiert

auf einem Anionenaustauscher-System, das pH-abhangig und abhangig von
der Osmolaritat selektiv chromosomale DNA bindet. Bei hohem Saiige

des Puffers wird die chromosomale DNA wieder abgegeben.

Zunachst wurden die Zellmembranen durch die Zugabe eines Zellen
lysierenden Puffers (1,28mol/l Sucrose, 40mmol/l Tris-Cl, pH 7,5,
20mmol/l MgC}, 4% Titron X-100) zerstort und die lysierten Zellen 2 mal
gewaschen (4°C, 15 min, 1300g). Die Zellkerne wurden in einem Lysis-
Puffer (800mmol/l Guanidine-HCI, 30mmol/l Tris-Cl, pH 8,0, 30mmol/|
EDTA, 5% Tween-20, 0,5% Triton X-100) resuspendiert und nach Zugabe
von Proteinase K 45min bei 50°C inkubiert. Die DNA wurde so von der
Kernmembran und den DNA-bindenden Proteinen befreit. Nachdem das
Austauscher-System mit einem speziellen Puffer (750mmol/l NaCl
50mmol/l MOPS, pH 7,0, 15% Isopropanol, 0,15% Triton X-100)
equilibriert wurde, wurde die DNA-Suspension in das System eirigeful
Danach wurden zwei mal mit Wasch-Puffer (Immol/l NaCl, 50mmol
MOPS, pH 7,0, 15% Isopropanol) Ruckstande ausgewaschen, sodass nur
noch gereinigte DNA im System gebunden war. Mit dem auf 50°C
vorgewarmten Elutions-Puffer (1,25mol/l NaCl, 50mmol/l Tris-Cl, pH 8,5,
15% Isopropanol) wurde die genomische DNA eluiert. AnschlielRend wurde
sie mit 70% Ethanol gewaschen und das Pellet 10 min luftgetrockaeh. N
Resuspension in  Tris(10mmol/l)-EDTA(0,1mmol/l) wurde die DNA-
Konzentration photometrisch bestimmt (Absorption bei 260nm) und die
DNA-Konzentration auf 50ng/ml mit Tris(10mmol/l)-EDTA(0,1mmol/l)
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verdunnt. Die DNA wurde bei —20°C gelagert (long time storage).

4.3.2. PCR-RESTRIKTIONS-LANGENPOLYMORPHISMUS

Nach den Untersuchungsprotokollen von schon vorher publizierten
Arbeiten wurde die Polymerase-Chain-Reaction (PCR) und die
Restriktionsanalyse zur Bestimmung des His452Tyr-Polymorphismus
durchgefuhrt (Preuss, Koller et al. 2000) (Erdmann, Shimron-Abdtt&ne
al. 1996). Der His452Tyr Polymorphismus des 5-HT2a-Rezeptorgens ist
ein funktioneller bialleler Polymorphismus am Genort 13914 — 13g21. Es
handelt sich um eine Punktmutation mit einem Basenaustausch von Cytosin
nach Thymin an Position 1354, der zu einem Aminosaureaustausch von
Histidin nach Tyrosin an Position 452 fhrt.

Die Detektion des Polymorphismus erfolgt durch PCR und der
Restriktion des PCR-Produkts mit der bakteriellen Endonuklease Bbv 1.

PCR
Die PCR ist ein enzymatisches Verfahren zur Amplifikation von

definierten DNA-Bereichen. Das Grundprinzip besteht in der Duptikati
einer DNA-Sequenz, die der physiologischen enzymatischen Repfkati
analog ist. Sie besteht aus
1. der Aufspaltung der Doppelhelix in 2 Einzelstrange
(Denaturierung)
2. Anlagerung der Primer (Annealing)
3. der Addition von Nucleotiden durch DNA-Polymerasen in
5’->3’ Richtung (Elongation) (Abb.7).

Diese Duplikation wird zyklisch wiederholt, sodass es bei jeder
Wiederholung ungefahr zur Verdopplung der DNA-Menge kommt. Der
Versuchsansatz enthielt die Primer

Primer F: 5 — CAA AGT AAG ATG CCAAGACA-3

Primer R: 5’ — GGC ATACAG ATATGATCGTTIG G -3

in einer Endkonzentration von 0,8umol/l (TibMolBiol), Nukleotide
(dNTP) in einer Konzentration von 200pumol/l (Pharmacia), 1,25 Units Taq
Polymerase (Polymerase AmplitagGold, Perkin Elmer), KCI 50mmol/l
Tris-HCI 20mmol/l (pH 8,3), MgGl1,5mmol/l, Gelatine 0,001 % und 50ng
genomische DNA (Tab. 4).
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5’ 3

3 5
l 1. Denaturierung

5 3
3 5
l 2. Annealing
5 3
LITTT]

5

5 3

CITTT]
3 5

lB. Elongation

5! 3,
2 < [T 1]
5

5 ,
[T > 3
3 5

Abb.7 Schematischer Ablauf einer PCRiit Denaturierung,
Anlagerung der Primer (Annealing) und D-Synthese
(Elongation)

Zunachst wurde die Tag-Polymerase durch eine 10-minitige
Inkubation bei 95°C hitzeaktiviert. Darauf folgten 30 Zyklen jewsiisder
Denaturierung der DNA bei 95°C, der Anlagerung der Primer (Amwal
an die DNA-Strange bei 58°C und der Elongation der DNA-Strangehdur
die Tag-Polymerase bei 72°C. Zur Vervollstandigung der begonnenen
Strange wurde abschlieBend 4min bei 72°C inkubiert (Tab. 4).

Spaltung des PCR-Produkts mit Restriktionsendonucleasen:
Zur Detektion der Punktmutation wurde die Restriktion der

amplifizierten DNA mit dem bakteriellen Enzym Bbv 1 (New Emgl
Biolabs) durchgefuhrt. Bbv 1 ist eine Restriktionsendonuclease des
Bakteriums Bacillus brevis, die Doppelstrang-Desoxyribonukleinsauren

durch Hydrolyse der Phosphodiesterbindung spezifisch innerhalb der
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Versuchsansatz
Konzentration Firma, Bezeichnung
Primer F und R 0,8umol/l TibMolBiol
dNTP 200pmol/l Pharmacia
PCR-Puffer 1x Perkin Elmer
Taq Gold 1,25Units Polymerase AmpliTaq Gold, Perkin Elmer
gDNA 50ng
PCR-Bedingungen
Inkubationsdauer Temperatur Vorgang
10 min 95°C Hitzeaktivierung der Taq ‘
30 sec 95°C Denaturierung der DNA
30 sec 30x 58°C Annealing der Primer
30 sec 72°C Elongation des DNA-Stranges d. Taq
4 min 72°C Vervollstandigung der begonnenen Strér{ge

Tab. 4 Versuchansatand PCR-Bedingungen bei der Bestimmung des His452Ty
Polymorphismus
Erkennungssequenz 5" — G C A G CgN} 3’
33— CGTCG(NY -5 spaltet.

In einem Endvolumen von 30ul wurden 15ul des PCR Produktes mit
20 Units Bbvl und einem Puffer bestehend aus 5mmol/l NaCl, 1mmol/l
Tris-HCI, Immol/l MgC}, 0,1mmol/l Dithiothreitol (pH 7.9 bei 25°C) fur
18h bei 37°C inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte eine Hitzeinaktivierung
des Restriktionsenzyms (20 min bei 65°C).

Es entstehen beim Wildtyp (His-Allel) 2 DNA-Fragmente @0
bzw. 68 Basenpaaren, bei der Mutant&?Tir-Allel) entfallt die
Erkennungssequenz des Enzyms und das PCR-Produkt bleibt ungeschnitten
(248bp). Der Restriktionsansatz wird danach far die

Agarosegelelektrophorese verwendet.

Agarosegelelektrophorese
Zur Auftrennung der DNA-Molektle wurde eine

Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Agarose ist die Matrixer
DNA-Molekile aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen bei
Anlegung einer Gleichspannung zur Anode wandern.

Eine 2%ige Agaroselosung in TBE-Puffer (Tris/Base 89mmol/l,
Borsdaure 89mmol/l, EDTA 2mmol/l, pH 8) wird aufgekocht, ihr wird
Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 1pg/ml zugesetzt und sie
wird nach dem Abkihlen auf 50°C luftblasenfrei in einen Geltrager mit

Kamm gegossen. Nach dem Erstarren des Gels wird der Kammhtigrsic
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herausgezogen. Der Geltrager wird in eine Pufferkammer eingesetzitund
TBE-Puffer Uberschichtet Die DNA-Proben (ca. 15ul) werden mjtl-2
Auftragepuffer (Sucrose 40%, Bromphenolblau 0,25%) versetzt und in die
Geltaschen pipettiert. Weiterhin wird ein Langenstandard (Mi@ecu
Weight Marcer XllI, Fa. Roche Molecular Biochemica) bestehend&is
Banden definierter Groe mit aufgetragen. Danach wird eine
Gleichspannung von 80 Volt fir 60 min angelegt.

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wird eine Video-
Photodokumentation mittels UV- Durchlicht (Eagle Eye Still Vidgst&m,

Stratagene) vorgenommen.
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5. Ergebnisse

5.1. Das 5-HT induzierte Kalzium-Signal in humahgmphozyten

5.1.1. MORPHOLOGIE DES AUFGEZEICHNETEN KALZIUM-SIGALS

Die Basislinie

Zeichnet man die intrazellulare Kalziumionenkonzentration {[Qa

in humanen Lymphozyten Uber die Zeit auf ohne das System zum Beispiel
durch einen Agonisten zu manipulieren, erhalt man eine Kurve, aus der ma
einen konstanten Mittelwert ablesen kann. Dieser MittelwerAistdruck
einer Ruhekonzentration, die durch ein Gleichgewicht zwischefi- Ca
Einstrom aus dem Extrazellularraum bzw. *CRreisetzung aus dem
endoplasmatischen  Reticulum (ER) und ?Causstrom in den
Extrazellularraum  bzw. CG&Ruickstransport in  das ER  aktiv

aufrechterhalten wird (Abb. 8, erste 35 sec).

Stimulierung der Zellen mit serotonerge Agonisten
Zur Stimulierung der Zellen wurden zwei unterschiedliche Agonisten

verwendet, Serotonin (5-HT) undMethyl-Serotonin ¢Me-5-HT), ein
selektiver Serotoninagonist fur 5-HT2a-Rezeptoren, der eine hdhere
metabolische Stabilitat aufweist. Bei allen Versuchen wuuhéahst tber
40sec die [CH]; als Basiskurve aufgezeichnet, bevor die Agonisten in einer
Konzentration von 10pmol/l zugegeben wurden. Es zeigte sich bei humanen

Lymphozyten auf die Stimulierung mit 5-HT bzwMe-5-HT ein steiler

Murzz 527190 Tire: 41138

[Ca?*]; in nmol/l

B T I TR T R T T T R TR Y R - s
Abb. 8 Morphologie des Kalzium-Signals nach serotoger
Stimulation. Lymphozyten einer 59-jahrigen Probandin wurden
nach Inkubation tber ca. 40 sec bei 37°C mit Saiot¢5-HT)

in einer Konzentration von 10umol/l stimuliert. Mankennt
einen zweiphasigen Verlauf mit einem zunachstestélnstieg
und anschlielender flacher Erhdhung der intrazéleh
Kalziumionenkonzentration nach Stimulation mit 5-HT
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Anstieg der [C&]; um ca. 20 nmol/l innerhalb von 10 Sekunden (Abb.8).
Dieser Anstieg ist Ausdruck einer Phospholipase C katalysierten

Hydrolyse von PIR die zur Bildung von IP3 fuhrt. IP3 bewirkt durch die

Bindung an spezifische IP3-Rezeptoren des glatten endoplasraatisch

Reticulums eine Freisetzung von’C&Berridge and Irvine 1984)

Biphasischer Verlauf der Kalziumkurven nach serotonerger Stimulation

5.1.2.

Auf diesen steilen Anstieg folgte ein kurzer Abfall und ein
nachfolgender zweiter Anstieg der intrazellularen
Kalziumionenkonzentration ([¢5;), der wesentlich flacher ausfiel als der
initiale Anstieg (Abb.8). In nicht erregbaren Zellen ist diesesighasische
Kalzium-Signal typisch fur eine IP3-induzierte Kaskade (Beaim
Goldstein et al. 2000). Der zweite Anstieg der4{Gawird vor allem iiber
einen C&"-Einstrom aus dem Extrazellularraum erreicht und tragt zum
Auffillen der intrazellularen Speicher bei. (Berridge 1993; Claphaéb).
Innerhalb des Beobachtungszeitraums von 2min blieb eine Reduktion der

[Ca®]; auf die Basislinie aus.

DOSIS-WIRKUNGS-BEZIEHUNG DES AGONISTEN 5-HT

Vor der weiteren Durchfihrung der Untersuchung wurden die Effekte
unterschiedlicher 5-HT-Konzentrationen untersucht. Dabei zeigtedssh,
eine Konzentrationsabhangigkeit besteht und die Sattigung zwischen 5-
10pumol/l zu beobachten ist (Abb.9). Die Stimulationen in den weiteren

Date: 20.01.98
100.0
10 pmol/l —
90 Spmol/l
1 pmol/l
80 [ ]

70

j&m

20 40 60 80 100
Zeit in sec

[Ca?*; in nmol/|

60

50

Abb. 9 Konzentrationsabhangigkeit des Kalzium-Si¢g;aach
serotonerger Stimulation. Lymphozyten eines 45jahrigen
Probanden wurden nach ca. 40 sec mit Serotonin Tp-id
unterschiedlichen Konzentrationen stimuliert. Esrdwieine
Konzentrationsabhéngigkeit des serotonergen Sigdalsilich,
die Sattigung liegt zwischen 5 und 10pmol/l.
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5.1.3.

5.1.4.

Untersuchungen wurden mit Serotonin widle-5-HT in der Konzentration
von 10pmol/l durchgefiihrt. Diese Konzentration entspricht der 5-HT-
Konzentration zur Stimulation von Thrombozyten in der Literatur

(Muraoka, Kamei et al. 1998; Tomiyoshi, Kamei et al. 1999).

EINTEILUNG DER KALZIUMKURVEN IN 4 ABSCHNITTEUND AUSWERTUNG

Der Kurvenverlauf des Kalzium-Signals nach 5-HT baMe-5-HT-
Stimulation liel3 sich in insgesamt 4 Abschnitte aufteilen (vgl. Abb.6).

Zur Auswertung dieses Kurvenverlaufs wurden 4 Werte bestimmt, die
die 4 Abschnitte des normalen Kurvenverlaufs charakterisieren. Beteme
Abschnitt, der Basislinie wurde der Basalwert zugeordnet, demitliere
[Ca®]i der ersten 40 sec entspricht. Das initiale Maximum (Mast die
initiale maximale [C&]; direkt nach 5-HT-Stimulation und kennzeichnet
den 2. Abschnitt. Der 3. Abschnitt, der sich durch einen leichten Abfall de
[Ca®]; auszeichnet, wurde durch das Minimum gekennzeichnet, das der
kleinsten [C&"]; nach dem initialen Maximum entspricht. In den letzten 10
sec jeder Aufzeichnung wurde die fGagemittelt. Dieser Mittelwert ergab
das finale Maximum (Max) und charakterisierte den letzten Abschnitt des
flachen C&'-Konzentrationsanstiegs. Von den absoluten Werten igMax
Min, Maxqn) wurde jeweils der Basalwert subtrahiert. So erhalt man die
DifferenzwerteAMax,i, AMin und AMaxs,. Zur kinetischen Auswertung
wurden die Zeiten bis zum Erreichen des Maximumgy(tund des
Minimums (tnin) bestimmt. Man erhalt somit 6 Variabeln: 2 Mittelwerte von
Cd*-Konzentrationen in nmol/l (iber die Zeit (Basalwert, finales
Maximum), zwei C&'-Konzentrationen zu bestimmten Zeiten in nmol/l
(initiales Maximum, Minimum) und zwei Zeiten in sec (Zeit @sm

Erreichen des initialen Maximums und des Minimums).

DER 5-HT2A-REZEPTOR AUF HUMANEN LYMPHOZYTEN

Zur Bestimmung der Rezeptoren aus der 5-HT-Rezeptorfamilie,
mittels derer der Anstieg der [€h induziert wird, wurden die
Lymphozyten vor der Stimulation mit 5-HT fir 40 sec mit verschiedene
spezifischen Antagonisten inkubiert. Bei diesen Versuchen wurde nur mit 5-
HT (10pmol/l) stimuliert, daMe-5-HT durch seine Selektivitat fir 5-HT2-
Rezeptoren als Agonist nicht geeignet ist.
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Abb. 10 Charakterisierung des Rezeptors, der das 5-Hdunerte KalziumSignal in
Lymphozyten vermittelt, als-HT2-Rezeptor

Die Lymphozyten wurden nach Farbung mit dem feszenzfarbstoff Fura-2 AM mit 5-
HT (10umol/l) stimuliert. Die selektiver-HT-RezeptoAntagonisten wurden vor di
Start der Messung zugegeben. Der 5-HT2-AntagornsgteRdon (A, 24ahrige gesunc
Probandin) und der -HT2a-Antagonist Ketanserin (B, 74hjdge Patientin und (
73jahriger gesunder Proband) konnten das Serotamituzierte Kalziungignal in de
gezeigten 3 einzelnen unabhangigen Versuchen bleckiwahrend die Inkubation 1
Piperazin (-HTla-Antagonist, 1umol/l), GR55562 (5-HT1b/D-Amtaigt, 0,1umol/l}
Tropisetron (5-HT3-Antagonist, 1umol/l) RS39604H(B4-Antagonist, 1umol/)(B) ur
RS102221 (-HT2c-Antagonist, 1umol/l) keine Auswirkungen aaf db-HTinduzierte
Kalziun-Signal hatten (C).
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Die Inkubation mit dem 5-HT1b/D-Antagonist GR55562 in einer
Endkonzentration von 0,1pumol/l und mit Piperazin (5-HT1la-Antagonist),
Tropisetron (5-HT3-Antagonist) und RS39604 (5-HT4-Antagonist) jeweils
in  Endkonzentrationen von 1umol/l bewirkte keine wesentliche
Veranderung des Kalzium-Signals im Vergleich zum 5-HT-indtexer
Kalzium-Signal ohne vorherige Inkubation mit einem Antagonisten
(Abb.10A+B). Allein die Zugabe von Risperidon in der Endkonzentration
von 1pumol/l und 10pumol/l fihrte zu einer vollstandigen Unterdriickung des
Kalzium-Signals (Abb.10A). Risperidon ist ein unspezifischer 5-HT2-
Rezeptor-Antagonist. Um genauere Aussagen uber die Subtypisiezang d
vermittelnden 5-HT-Rezeptors zu erhalten, wurde in folgenden \leauc
nun mit Ketanserin, einem selektiven 5-HT2a-Rezeptor-Antagonist, und
RS102229, einem 5-HT2c-Antagonist, inkubiert. Es zeigte sich eine
vollstandige Antagonisierung des Kalzium-Signals durch Ketanseri
wahrend die Zugabe von RS102229 ohne Wirkung blieb (Abb.10C). Auch
in weiteren 4 Versuchen mit humanen Lymphozyten wurde stets eine
vollstandige Blockierung des Kalzium-Signals durch den 5-HT2a-

Antagonisten Ketanserin beobachtet (Abb.11).
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Abb. 11 Kalziumkurven von weiteren 4 Probanden nach Stiirerung mit 5-HT (schwarz
Kurven). Bei dem jeweils zweiten Versuch wurdedeorStimulierung mit-HT fir insgesan
40 sec mit dem 5-HT2a-Rezeptorantagonisten inkufdeaue Kurven). Bei adin Probande
zeigte sich eine vollstandige Blockierung de-HT-induzierten Kalziungignals durc
Ketanserin
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Anstieg Q[Ca’];) in 34 | 3a | 26 10 | o 0 0 0
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Abb. 12 5-HT-induziertes Kalzium-Signal bei einem 4&hrigen gesunden Probanden ui
Dosis-Wirkungsbeziehung mit KetanserifNach einer Vorinkubation von 2 min bei 37°C wt
die Messung gestartet und bei 40 sec die Stimualatitd 5HT (10pumol/l) durchgefihrt. Der dat
zu beobachtende Anstieg der #]; um 34nmol/l stellte den Referenzwernt élie prozentual
Hemmung durch Ketanserin dar. Ketanserin wurdedn dntsprechenden Konzertionen direk
vor Messbeginn der Zellsuspension zugegeben. @AJCa Netto Anstieg der [CA]; tiber de
Basislinie). Bei logarithmischer Auftragung erggtith eine typische sigmoide Kurvenfc
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Dosis-Wirkungsbeziehung
Lymphozyten eines 45jahrigen Probanden wurden mit Ketanserin in

Konzentrationen zwischen 1 und 1000nmol/l inkubiert. Eine Ketanserin-
Konzentration zwischen 6nmol/l und 12,5nmol/l fuhrte zu einer dosis-
abhangigen Reduzierung des 5-HT-induzierten Kalzium-Signals (Abb.12).
Bereits bei einer Konzentration von 25nmol/l wurde das Kalzium-Signal
vollstandig blockiert. Die logarithmische Darstellung der DosiskWigs-
Beziehung ergibt einen typischen sigmoiden Kurvenverlauf (Abb.12,
unten). Diese Ergebnisse lassen auf das Vorhandensein von 5-HT2a
Rezeptoren auf Lymphozyten schlieRen und zeigen, dass ihr funktioneller

Status durch die Messung des Kalzium-Signals untersucht werden kann.

5.2. Das Serotonin-induzierte Kalzium-Signal bei
gerontopsychiatrischen Patienten und gesunden éltarir

5.2.1. PATIENTEN UND KONTROLLEN

Die Patienten
Es nahmen insgesamt 87 Patienten

Gruppe Anzahl
und Probanden an den Untersuchungen
zur intrazellularen Kalzium-Homoostase | Kontrollen 30
teil. Die Untersuchungen wurden Patienten 57
zunachst durchgefiihrt und ausgewertet | 1. Aizheimer (AD) | 22 |
ohne die Diagnose des einzelnen 2. andere kognitive 20
. St6 KS
Patienten zu kennen. Nach Abschluss 2a°r§2%en (aKs)
' 15
des experimentellen Teils der Studie gg'\'-/*és 7
S ' 8
wurden die Diagnosen bekannt gegeben, ,
3. Depressive 5
die nach Diagnosekriterien  der Storung (DS)
Total ‘ 87 |

Arbeitsgruppe des National Institute of

Tab. 5 Anzahl der Personen in
den verschiedenen Diagnose-
Disorders and Stroke (NINCDS) und der ~ Gruppen: Kontrollen (gK) und
Patienten mit M. Alzheimer (AD),
Alzheimer's Disease and Related mit anderen kognitiven Stérungen
) o (aKs, darunter Patienten mit
Diseases Association (ADRDA) subjektiv  kognitiven  Stérungen

(SKS), leichten kognitiven
(McKhann, Drachman et al. 1984), der Storungen (LKS) und vaskulérer

Demenzen (VD)) und mit
depressiven Stérungen.

Neurological and  Communicative

Global deterioration scale (GDS) nach
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Reisberg (Reisberg, Ferris et al. 1982) und des National Insbfute

Neurological and Communicative Disorders and Stroke (NINDS) und der

Association

Neurosciences (AIREN) (Roman, Tatemichi et al. 1993) gestellt wurden.

Diagnosegruppen

Internationale pour la Recherche et I'Enseignensent

Die Patienten konnten daraufhin in insgesamt 3 verschiedene Gruppen

eingeteilt werden (Tab.5). 22 Patienten wurden der ersten Gruppe

s-wahrscheinliche Alzheimer-Demenz“ (AD) zugeordnet. Die Grupe

.andere kognitive Stoérungen“ (aKS) ist eine Zusammenfuhrung von 3

Patientengruppen und umfasst insgesamt 30 Patienten. In diese Gruppe

wurden Patienten mit subjektiv kognitiven Stérungen (SKS), leichten

kognitiven Storungen (LKS) und vaskularen Demenzen (VD) eingeordnet

(Untergruppen 2a-2c). Bei 5 Patienten wurden die kognitiven Einbul3en als

Symptome eines depressiven Syndroms eingestuft (Gruppe 3).

Anamneseergebnisse der 30 Probanden
psychiatrische leer Angststorung,
Anamnese n=29 einmalige Behandlung
n=1
psychiatrische leer Suizidhaufung Depression
Familienanamnese n=28 n=1 n=1
somatische leer kardiovascular endokrinologisch
Anamnese n=19 art. Hypertonie (n=7) Diabetes mellitus 2 (n=1)
Myocardinfarkt (n=1) Hypothyreose (n=1)
Aortenklappenstenose | Hypercholesterindmie (n=3)
(n=1)
KHK (n=2)
Medikamente keine Antihypertensiva endokrine Medikamente
n=16 ACE-Hemmer (n=7) Antidiabetika (n=1)
B-Blocker (n=4) Thyroxin (n=1)
Ostrogene (n=2)
andere Medikamente
Nitrate (n=1)
Hydrochlorothiazid
(n=1)
Lipidsenker (n=3)
ASS 100 (n=3)
Magnesium (n=1)
Alkoholkonsum kein <40g/Tag >40g/Tag
n=9 n=21 n=0
Nikotinkonsum kein <1P./Woche >1P./Woche
n=26 n=2 n=2

Tab. 6 Anamneseergebnissein der Kontrollgruppe (n=30): Neben der
psychiatrischen Anamnese und Familienanamnese wuwthe ausfuhrliche
somatische und Medikamentenanamnese erhoben. Hiséatzlich bei allen
Kontrollen durchgefiihrte laborchemische Untersuahureigte beziglich der
Elektrolyte, der Nieren- und Leberparameter, demiBdrisenwerte und des
Blutbildes keine Auffalligkeiten.
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Anamnestische Daten der Kontrollen
Die gesunde Kontrollgruppe (gK) besteht aus 30 Probanden. Die

ausfuhrliche Anamnese mit einem vorgefertigten Bogen ergaiiauf 3
Probanden eine  unauffallige  psychiatrische @ Anamnese und
Familienanamnese (Tab.6). Kein Proband berichtete von dementiellen
Erkrankungen in der Familie. Erkrankungen des kardiovaskuldren Systems
waren Hauptgrinde fir eine positive somatische Anamnese. 11 von 14
Patienten mit positiver Medikamentenanamnese nahmen antihypestensi

Medikamente ein, kein Proband nahm Kalziumantagonisten ein.

Vergleich der Patienten- und Kontrollgruppe anhand ihrer demographischen
Daten

Die demographischen Daten der untersuchten Gruppen, dargestellt in
Tab.7, zeigen, dass das Durchschnittsalter der AlzheimergruppgeOrgit

Jahren (Standardabweichung 7,4 Jahre) hoher liegt als das der gesunden

Gruppe Anzahl Alter CEElel MMS
m w
Kontrollen (gK) 30 64,2+9,4 11 ‘ 19
Patienten
1. Alzheimer(AD) | 22 702+74 | 10| 12| 212446
2. andere
kognitive 30 64,6+10,2 19 11 26,9+3,5
Storungen (aKS)
2a. SKS 15 62,3+11,6 8 7 27,9+2,5
2b. LKS 7 69,4+1,8 6 1 27,1+1,2
2c. VD 8 64,5+11,2 5 3 25,0+5,3
3. Depressive
Storung (DS) 5 61,4+7,77 1 4 27,8+1,9
Total | 87 | 659:100| 41| 48|  250%4,7
ANOVA (A), Kruskal- A K T(aKS, AD)
Walllis-Test (K), T-Test (T F=3,199 5,201,
(), M qr=2 d.f=56
p>0,05 p>0,05 p<0,005

Tab. 7Demographische Charakteristika der verschiedenersfbeuppen: Alter
(in Jahren; Mittelwert + Standardabweichung) und $8klecht (m=Anzahl d
Manner, w=Anzahl der Frauen). ie Altersverteilung unterscheidet sich n
zwischen der Alzheimergruppe, der Gruppe der ,aedédtognitiven Stérunge
und den gesunden Kontrollen (p>0,0Bje Geschlechterverteilung untersche
sich nicht signifikant zwischen den Gruppen.
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5.2.2.

Kontrollgruppe (64,2 Jahre, Standardabweichung 9,4) und das der Gruppe
der ,anderen kognitiven Storungen” (aKS-Gruppe: 64,6110 Jahre). Es war
kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen PatienterKantrollen
bezuglich des Alters nachweisbar (ANOVA: p>0,05).

Das Verhéltnis von Frauen zu Mannern war in der Alzheimer-Gruppe
und der Kontrollgruppe zugunsten der Frauen verschoben, die aKS-Gruppe
zeigte einen hoheren Manneranteil, statistisch zeigte sich kearddhied
(Kruskal-Wallis-Test: p>0,1).

Bei den Patienten wurde im Rahmen der diagnostischen Einordnung
ein mini-mental-state (MMS) durchgefuihrt. Die Alzheimer-Pa@ent
erreichten mit einer Durchschnittspunktzahl von 21,2 Punkten statistisch
signifikant schlechtere Werte als die Patienten der aKS-Grpp®
Punkte, T-Test: t=5,201; d.f.=2, p<0,005). Normalwerte fur gesunde altere
Personen sind 24 bis 30 Punkte.

VERGLEICH DER KALZIUMIONENKONZENTRATION ZU DEFINIERTEN

ZEITEN DES KALZIUM-SIGNALS: BASALWERT, INITIALES MAXIMUM,
MINIMUM, FINALES MAXIMUM

Die Auswertung der Kurven erfolgte durch den Vergleich der
intrazellularen Kalziumionenkonzentration zu definierten Zeiten, deren

Mittelwerte und Standardabweichungen in Tabelle 4 dargestellt sind.

Der Basalwert

Der Basalwert, der sich aus der mittleren {Gader ersten 40 sec
ergibt, lag bei Patienten und Probanden zwischen 30-100nmol/l. W&hrend
die basale [CH]; der Kontrollgruppe (gK) im unteren Bereich zu finden ist,
zeigte die Alzheimergruppe (AD) und die Gruppe der ,anderen kogmitive
Stérungen” (aKS) einen hoheren Basalwert. Der Basalwert de/Gkippe
unterschied sich signifikant von dem der Kontrollgruppe (Bonferroni: 5-HT:
95%Cl (-36,30 - -2,50); p<0,03¢Me-5-HT: 95%CI (-36,92 - -3,23);
p<0,03), zwischen der Alzheimer-Gruppe und den Kontrollen erreichten die

Unterschiede keine statistische Signifikanz (Tab.8).

Das initiale Maximum

Die Lymphozyten der Patienten und Probanden aus einer
Lymphozytenpraparation wurden bis auf wenige Ausnahmen jewdilS-mi
HT (n=82) undaMe-5-HT (n=79) stimuliert. Das Maximum des initialen
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Gruppe Anzahl Basalwert AMaXini AMin AMaxgin

5-HT oaMe- | 5-HT aMe-5-HT | 5-HT oMe-5-HT | 5-HT oMe-5-HT | 5-HT aMe-5-HT
gesunde 30 28 | 58,1+24,9 57,8+25)7 13,0+5/7  13,0+5/4 5,9+4,8 5,615,1 13,1+4,2|| 12,9+4,7
Kontrollen

Alzheimer‘ 22| 22‘ 73,6125,? 74,8+25[7 19,419{'7 19,81%3 9,3¢T‘79,5¢6,7| 19,517,7| 19,518,13

andere

kognitive 30 29 | 77,5+29,1| 77,9+26,4| 15,2+7,6 | 15,3 +8,5| 6,945,1 8,1+4,5 17,8t4,9 [ 17,045,3
Stérungen

SKS 15 15 | 81,9+35,7| 79,6+32,0| 14,2+7,9| 14,6+7,2| 6,6%6,0 8,2+3,6 17,8+4,5| 18,3%5,7
LKS 7 6 74,0£19,4| 73,3£10,8| 15,3+5,7 | 11,8+6,7| 7,9+3,5 5,8146,1 19,1454 | 14,545,2
VD 8 8 72,5£23,4| 78,1+25,3| 17,1+8,9 | 18,7+11,1| 6,745,0 10,0+4,9 | 16,5%#5,8 | 16,4+4,6

82 79 69,1+27, 69,5126,
Tot

6 15,61719 15,612?3 7,31?47,315,6| 16,416,2| 16,116,13

ANOVA F= 4,3 7,6 4,5 5,0 2,9 4,2 9,6 7,0

d.f. 2 2 2 2 2 2 2 2

p <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 n.s. n.s. <0,01 <0,01

Bonferroni (B)/ T2- B B T T T T
Tamhane (T)
gKund AD (Sig.) n.s. n.s. <0,03 <0,03 <0,01 <0,01
gK und aKs (Sig.) <0,03 <0,03 n.s. n.s. <0,01 <0,01
aKS und AD (Sig.) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Tab. 8: Die 4 charakteristischen [G§;-Werte nach 5-HT undxMe-5-HT - Stimulation(Differenz
zwischen Mittelwerten und Basalwerten + Standardabiueng in nmol/l. Bei der statistischen Auswertung
wurde bei Varianzungleichheit (Levene’s-Test0pl0) statt des Bonferroni-Tests der T2-Tamharst-Te
eingesetzt.) Der Basalwert zeigt zwischen KontnoltgK) und der Gruppe mit ,anderen kognitiven
Storungen” (aKS, mit den Untergruppen subjektivgriitive Storung = SKS, leichte kognitive Stérung =
LKS, vaskulare Demenz = VD) signifikante UntersdiéBasalwert (gK vs. aKS): Bonferron-HT:
95%ClI (-36,30 - -2,50), p<0,03Me-5-HT: 95%CI (-36,92 - -3,23), p<0,03). Das iale Maximum
(AMax,i) unterscheidet sichtatistisch signifikant zwischen Kontrollen undh&ianer-PatientenMax,;
(gK vs. AD): T2 Tamhane: 5-HT: 95%ClI (-12,21 - 4,5p<0,03;aMe-5-HT: 95%CI (-12,4 2 - -1,21),
p<0,03). Das finale MaximunAMax;,) zeigt zwischen Alzheimer-Patienten und Kontrolled zwischen
der aKS-Gruppe und der Kontrollgruppe signifikabtieterschiedeMax;,(gK vs. AD): T2 Tamhane: 5-
HT: 95%CI ¢11,02 - -1,87), p<0,03:Me-5-HT: 95%CI (-11,86 - -1,33), p<0,03; (gK vs. 8K T2
Tamhane: 5-HT: 95%CI (-7,58 - -1,75), p<0,@3le-5-HT:95%CI (-7,43 - -0,86), p<0,03).

Anstiegs der intrazellularen Kalziumionenkonzentration (Mexvurde
ungefahr 5-10 sec nach serotonerger Stimulation erreicht. Zur Ausge
wurde die Differenz zwischen dem absoluten initialen Maximum und dem
Basalwert gebildetiMax;,;). Unabhangig davon, ob mit 5-HT oder mit der
selektiveren und metabolisch stabileren Substakte-5-HT stimuliert
wurde, war das initiale Maximum abzuglich des Basalweddsai,) in

der Alzheimer-Gruppe signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (T2
Tamhane: 5-HT: 95%CI (-12,21-0,54), p<0,08je-5-HT: 95%CI (-12,42

- -1,21), p<0,03, Tab.8). Die um den Basalwert korrigierten initialen
Maximalwerte der aKS-Gruppe zeigten im Vergleich zur Kordrafppe

und zu den Alzheimer-Patienten keine signifikanten Unterschiede (Abb.13).

Das Minimum
Die intrazellulare C#-Konzentration reduzierte sich nach dem

initialen Maximum bei allen Gruppen um ca. 50%. Die um den Basalwe
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korrigierten Minimalwerte AMin) unterschieden sich allerdings nicht
signifikant voneinander und zeigten nur eine Tendenz fur héhere Werte in

der Patientengruppe im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Abb.13).

A[C&™"]; nach 5-HT-Stimulation

50

- *p<0,03
—.-. *p<0,01-

40

[ R e Rl s et il el

20

10

0 - AMaxim
1 Amin
-10 - AMaxgi,
A[C&"; nachoMe-5-HT-Stimulation
50
40
30
20
10
0 | AMaXini
 Amin
-10 - AMaXsin
N = 28 28 28 22 22 22 28 29 28
oK AD aKe

Abb. 13 AMax,;, AMin und AMax;, nach Stimulation mit 5-HT undaMe-5-
HT einer Lymphozyenpréaparation der Patienten und Probande&owohl da
AMax,; als auch dag\Max;, unterschieden sich bei der Alzheint@&mppe (AD
5-HT: n=22 , aMe-5-HT: n=22) signifikant von der KontrollgrupfgK, 5HT:
n=30, aMe-5-HT: n=28). Dagegen hatte die Gruppeit anderen kognitive
Storungen (aKS, 5-HT: n=30 ¢Me-5HT: n=29) nur ein signifikant erhoht
AMaxq,. Im Ergebnis zeigt sich kein Unterschied zwisclen serotonerge
Stimulationssubstanzen 5-HT wnde-5-HT.
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Das finale Maximum

5.2.3.

Die Differenz zwischen dem finalen Maximum (M&x das die
mittlere [C&']; der letzten 10 Sekunden der Messung angibt, und dem
Basalwert {Maxz,), war sowohl bei den Alzheimer-Patienten als auch in
der aKS-Gruppe signifikant gegentuber der Kontrollgruppe erhéht (gK vs.
AD: T2 Tamhane: 5-HT: 95%CI (-11,02 - -1,87), p<0,@Be-5-HT:
95%CI (-11,86 - -1,33), p<0,03; gK vs. aKS: T2 Tamhane: 5-HT: 95%CI (-
7,58 - -1,75), p<0,03aMe-5-HT: 95%CI (-7,43 - -0,86), p<0,03, Tab.8).
Dieser Effekt war wiederum unabhangig davon, ob mit 5-HT abie-5-

HT stimuliert wurde (Abb.13).

VERGLEICH DER KINETIK

Nicht nur die Hohe der [G§; unterschied sich zu den definierten
Zeiten zwischen Patienten und Kontrollen, sondern auch bei der kinatische
Auswertung des Kalzium-Signals konnten Unterschiede zwischen den
untersuchten Gruppen festgestellt werden (Tab.9).

Sowohl bei der Stimulation mit 5-HT als auch heWe-5-HT-
Stimulation gab es keine signifikanten Unterschiede bezugliciZeie bis

Gruppe Anzahl (e {7 Atoin
5-HT aMe- | 5-HT aMe-5-HT | 5-HT aMe-5-HT | 5-HT aMe-5-HT
%‘Zf]‘t’rr(‘)‘l‘l‘;n 30 || 28| 475:28 49,4¢3,J[ 781+12,7 89,5+1F.9 30,6313 40,1+19,9
Aizheimer || 22 || 22| 500:40| 510846 69,1+104 707:4  19,2+8,919,6:71 |
andere
kognitive 29 | 27 | 50,6£7,4| 51,0¢4,8| 71,0144 755+12,4| 20,3+13,0| 2371338
Stérungen
SKS 14 | 14 | 49,9465 51,9+45| 73,9+172| 78,1+15,3| 24,1+16,3| 23,7+17,2
LKS 7 5 | 54,7+115| 49,643,6| 72,1+132| 70,046,2| 17,4t9,4| 20,4%6,9
VD 8 8 | 481+2,0| 50,1#6,1| 63,9+58| 74,5¢8,0| 157+55| 26,4492
Towl | 81| 77| 493153 504:42 7324132 795:1E4  23349,287:175)
ANOVA F= 11,5 7,2 13,0
d.f. n.s n..s n.s. 2 2 2
= <0,001 | <0,001 | <0,001
Bonferroni (B)/ T2- T B T
Tamhane (T)
gK und AD (p=) . <0,001 | <0,01 <0,001
gK und aKs (p=) n.s. n.s. <0,01
aKsS und AD (p=) n.s. n.s. n.s.

Tab. 9 Charakterisierung der Kinetik durch 2 wichtige Zgitinkte: Zeit (in sec) bis zu
initialen Maximum (%) und Zeit bis zum Erreichen des Minimumg,)t Die Differen
von fhaund tin ergibtAty,. Die Alzheimergruppe (AD) erreichte das Minimunchaen
initialen Maximum signifikant friiher als die Konligruppe (gK). Die aKSsruppe zeigt
nur nachaMe-5-HT-Stimulation ein signifikant kleiner&s,i, (tnin: gK vs. AD:aMe-5-
HT: Tamhan T2: 95%CI (8,77- 28,81), p<0,001t.,, gK vs. AD: 5HT: Bonferroni
95%Cl (2,69 — 20,0), p<0,01pMe-5-HT: Tamhane T2: 95%CI (10,260,69)
p<0,001;Atin: gK vs. aKSuMe-5-HT: Tamhane T2: 95%CI (3,95- 28,91), p<0,01).
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zum Erreichen des initialen Maximumgd4).

Wenn man die Zeiten bis zum Minimung,) vergleicht, zeigten sich
signifikante Unterschiede (Tab.9). Die Alzheimer-Gruppe erreiaes
Minimum bei Stimulation mitaMe-5-HT signifikant friher als die
Kontrollgruppe (Tamhane T2: 95%CI (8,77- 28,81), p<0,001). Bei der
Stimulation mit 5-HT wird eine Signifikanz allerdings nur ech#j wenn
das Zeitintervall Atyn zwischen initialem Maximum und Minimum
verglichen wird (Bonferroni: 95%CI (2,69 — 20,0), p<0,01;dle-5-HT:
Tamhane T2: 95%CI (10,26- 30,69), p<0,001, Abb.14). Dieses Ergebnis
impliziert, dass das Kalzium-Signal bei AD tendenziell spdeinen
maximalen Wert erreichte. Auch die Patienten mit den aKSchtea das
Minimum friher. Bei der Stimulation mitMe-5-HT wurde beziglicitmyn
ein signifikanter Unterschied zwischen der Patientengruppe ,aKS* und
Kontrollen festgestellt (Tamhane T2: 95%CI (3,95- 28,91), p<0,01).

*#*p<0,01
#p<0,001

Zeit
in
sec

5-HT: tax
oMe-5-HT: thax

S5-HT: Atpin

JOEn

aMe-5-HT: Atpin

gK AD akKs

Abb. 14 Darstellung der kinetischen Werte im BoxploZeit (in sec) bis zu
initialen Maximum (. undAt.,,, das der Zeitdifferenz zwischep,tund der Ze
bis zum Erreichen des Minimumg;{X entspricht. Die Zeitdifferen&t,,;, war in del
Alzheimergruppe signifikant kleiner als in der Kafigruppe. Die aK-Gruppe
zeigte nur naclMe-5-HT-Stimulation ein signifikant kleinerés.i, (Atnin: gK vs
AD: 5-HT: Bonferroni: 95%CI (2,69 — 20,0), p<0,0&Me-5HT: Tamhane T:
95%CIl (10,26- 30,69), p<0,001At.,.: gK vs. aKS:aMe-5HT: Tamhane T:
95%CI (3,95-28,91), p<0,01). Bei dem Vergleich der Zeiten hisn Erreiche
des initialen Maximums(},) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 15 Schematischer Kurvenverlaufnach Stimulation mitaMe-5-HT bei @ér
verschiedenen Gruppen (AD = durchgezogene Lini€s aKgestrichelte Linie, gK
gepunktete Linie). Die Kurven wurden aus den charétischen (Mitte-)Werten mit de
zugehorigen Zeiten erstellt. Zur besseren Verghmcdkeit wurden die Kurven dur
Korrigieren der Werte um den Basalwert Gibereinandkgie Die Alzheimergruppe ze
einen signifikant héheren initialen Anstieg, ertgischneller den Minimalwert und |
einen signifikant héheren Endwert (Klammern undrigteen gelten fur den Vergleichde
aMe-5-HT4induzierten Anstiegs der intrazellularen Kalziumgokonzentration zwisch
gesunden Kontrollen und Alzheir-Patienten.).

5.2.4. ZUSAMMENFASSUNG

Das Kalzium-Signal in Lymphozyten von Alzheimer-Patienten
zeichnet sich im Vergleich zu den gesunden Kontrollen dadurch aus, dass
im Mittel der initiale Anstieg groRRer ist, nachfolgend das Minimiuixner
erreicht wird und die [Cd]; am Ende der Messung wiederum erhoht ist.
Diese Veranderungen gelten mit Ausnahme des initialen Maximumsn da
der H6he mehr dem Wert der gesunden Kontrollen gleicht, auch fur die
aKS-Gruppe (Abb.15).
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5.3. Der His452Tyr-Polymorphismus des 5-HT2a-Rexeen:

Eine veranderte Rezeptorfunktion konnte das Serotonin-induzierte
Kalzium-Signal bei Alzheimer-Patienten beeinflussen. Der iteimde 5-
HT-Rezeptor des Kalzium-Signals auf humanen Lymphozyten isbder
HT2a-Rezeptor (siehe Abb. 10 und 11). Neben den vielen moglichen
Faktoren, die zu einer Rezeptorfunktionsveranderung fuhren kdnnen, ist der
funktionelle Polymorphismus His452Tyr des 5-HT2a-Rezeptorgens
interessant, da fur diesen Polymorphismus eine Assoziation mit eine
veranderten intrazellularen €aMobilisierung aus dem endoplasmatischen

Reticulum beschrieben wurde (Ozaki, Manji et al. 1997).

5.3.1. PATIENTEN UND KONTROLLEN

Um den 5-HT2a-Rezeptor-Genotyp der Patienten und Kontrollen mit
den Ergebnissen der Messungen def{lau assoziieren, wurde bei einer
Untergruppe von insgesamt 29 Patienten (15 Alzheimer-Patienten und 14
aus der aKS-Gruppe) und 19 Kontrollen der His452Tyr - Polymorphismus
untersucht (Tab.10). Bei der Erhebung der Familienanamnese berichtete
keine Kontrollperson von dementiellen oder anderen psychiatrischen
Erkrankungen in der Familie. Die Auswahl der Patienten und Kontrollen

erfolgte abhangig von deren Bereitschaft zur Teilnahme an gdvestisc

Untersuchungen.
i:tu Ppe Anzahl Anzahl Allel-
Genotyp d. Personer | der Allele | Frequenz
Kontrollen | 19 38
Tyr/Tyr 0
H)ils/Tzr 4 Tyr: g Tyr: 8, é;
His/His 15 His: 34 | His: O,
Patienten ‘ 29 | 53 | |
Tyr/Tyr 0
H)i/s/Tzr 5 Tyr. 53 Tyr: 8,89
His/His 24 His: 5 His: 0,91

Tab. 10 Genotypverteilung und Allelfrequenzerei
Kontrollen und Patienten
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5.3.2. VERTEILUNG DER ALLEL-FREQUENZEN BEI PATIENTE UND KONTROLLEN

Neun der 48 untersuchten Personen wiesen das selteffgreAllel
auf, davon gehorten funf der Patienten-Gruppe (n=29) und vier der
Kontrollgruppe (n=19) an (Tab.10).

Wenn man trotz der geringen Fallzahl die Allelfrequenz berechnet
ergibt sich eine Frequenz fir d&¥Tyr-Allel von f = 0,11 bei der
Kontrollgruppe und f = 0,09 bei den Patienten (Tab.6). Fur das haufigere
His-Allel lasst sich dementsprechend eine Frequenz von f = 0,89rin de
Kontrollgruppe und f = 0,91 in der Patientengruppe errechnen. Die
Ergebnisse entsprechen den zuvor publizierten Daten in der Literatur
(Erdmann, Shimron-Abarbanell et al. 1996). Aufgrund der geringen Fallzahl
wurden keine statistischen Unterschiede in der Allelfrequenz umnd de

Genverteilung zwischen Patienten und Kontrollen berechnet.

Tab. 11 Vergleich des 5-HT-induzierten KalziuBignals bei Patienten und Kontrolle
mit den Genotypen His/His und His/Tyr:Basalwert (basal), initiales Maximt
(AMax,), Zeit bis zum initialen Maximumy), Minimum@Min), Zeit bis zum Minimu
(tmin) und finales MaximumMax;,), Angabe von Mittelwert Standardabweichung. N
in der Patientengruppe fanden sich signifikanteddsithiede zwischen den Genotype
initialen Maximum und im nachfolgenden Minimmit einem signifikant héheren Anst
der [C&*]; nach 5-HT bzwaMe5-HT-Stimulation bei Patienten mit dem Tyr-AfteTest
5-HT: AMax,; t= -2,429; d.f. 26; p<0,03;,aMe5-HT: AMax;: t=-2,356; d.f.=27
p<0,03; AMin: t=-2,718; d.f.=24; p<0,03 Im stadtischen Vergleich der anderen Wi
fanden sich keine signifikanten Unterschi

Kontrollen | His/His His/Tyr Patienten | His/His His/Tyr
basal basal

5-HT 67,7+ 23,8 | 653+41,4 | 5-HT 76,4+ 31,5 | 105,0+ 22,7
aMe-5-HT | 66,2+ 23,5 | 69,8+ 47,3 | aMe-5-HT | 75,4+ 29,3 | 97,0+ 18,9
AMax,; AMax,

5-HT 11,8+ 4,8 12,6+ 6,8 5-HT 15,685 | 27,8+14,0
aMe-5-HT | 11,8+ 4,2 12,3+ 7,0 aMe-5-HT | 15,5+ 7,3 | 24,6+ 10,4
tmax tmax

5-HT 46,4+ 2,8 47,3+ 0,9 5-HT 50,7+ 5,8 | 48,3+2,8
aMe-5-HT | 48,9+ 3,1 48,6+ 2,9 aMe-5-HT | 51,7+5,1 | 51,5+2,5
AMin AMin

5-HT 4,2+ 3,2 58+2,5 5-HT 8,0+5,9 8,5+7,3

aMe-5-HT | 3,8+2.3 3,0£3,7 aMe-5-HT | 7,3+ 3,0 12,6+ 6,9

t min t min

5-HT 32,1+ 12,5 | 32,0+ 15,8 | 5-HT 21,8+ 13,6 | 16,3+ 6,6
oMe-5-HT | 459+22.7 | 353+17,3 | aMe-5-HT | 21,6+ 12,3 | 15,6+ 4,6
AMaxg, AMaxg,

5-HT 11,1+3,6 | 13,3+50 | 5-HT 18,5+ 6,2 | 18,0+ 7,4

aMe-5-HT | 10,1+ 3,5 13,8+ 4,9 aMe-5-HT | 18,5+ 6,3 19,8+ 6,5
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5.3.3. ASSOZIATION DES DURCH 5-HT AUSGELOSTEN KALZM-SIGNALS MIT DEM

5-HT-REZEPTOR-GENOTYP

Statistischer Vergleich der Mittelwerte
Die mittlere intrazellulare Kalziumionenkonzentration zu den
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definierten Zeiten (Basalwert, initiales Maximum, Minimumpales

Maximum) und die Kinetik des Kalzium-Signals (Zeit bis zum ahén

Maximum, Zeit bis zum Minimum) wurden innerhalb der Patientemv. b

Probandengruppe zwischen den Personen mit dem His/His-Genotyp und

dem His/Tyr-Genotyp verglichen. Zu den Punkten gehdren der, das, die,

das, die und das (Tab.11).

Wahrend bei den gesunden Kontrollen keine Unterschiede zwischen

den Genotypen festzustellen waren, fielen bei den Patientertisthtizu

erfassende Unterschiede auf. Patienten mit dem His/Tyr-Genetgtenz

jeweils abzuglich des Basalwerts sowohl ein signifikant hohieigales

Maximum @AMaxy) als auch ein signifikant héheres MinimuiMin) als
Patienten mit dem His/His-Genotyp (jeweils t-Test, p<0,03) (AbbDi&).

Unterschiede beim Minimum zeigten aber nur eine Signifikanz bei d

Stimulation mit dem chemisch stabileren und selektiveren 5-HT-Aganis

aMe5-HT, wahrend nach der Stimulation mit 5-HT diese Unterschiade n

- 50
Patienten

40

20

[ ]
o

His/His  His/Tyr ~ _ oMe-5-HT
l5'HT

' 30-

Kontrollen

His/His  His/Tyr

Abb. 16 Darstellung der Hohe des initialen Maximums (AM€7; in nmol/l) bei Patiente!
und Kontrollen mit dem His/His-Genotyp bzw. His/F@enotyp. Wahrend bei de
Kontrollen kein Unterschied zwischen den Genotypstzustellen war, war bei den Patier
mit dem His/Tyr-Genotyp das initiale Maximum sidgaift hoher als das der Patienten
dem His/His-Genotyp (t-Test: 5-HAMax,;: t= —2,429; d.f. 26; p<0,03pMe5-HT: AMax;:
t=-2,356; d.f.=27; p<0,03).



Ergebnisse 69

in der Tendenz nachzuvollziehen waren. Der Basalwert, die Kinetik (Ze
bis zum Erreichen des initialen Maximumgaf und des Minimums ))

und das finale MaximumMMaxs,) unterschieden sich in ihren Mittelwerten
auch in der Patientengruppe nicht zwischen den Genotypen Hisfdis u
His/Tyr.

Morphologie des Kalzium-Signals der Patienten und Probanden
Aufgrund der geringen Fallzahlen sind zum Einzelfallvergleich die

Kurven der Patienten (n=5) und Probanden (n=4) mit &ényr-Allel in
Abbildung 17dargestellt. Bis auf eine Patientin (84 J., MMS = 26) zeigten
alle Patienten mit derf“Tyr-Allel einen deutlichen raschen Anstieg der
[Ca®]i nach serotonerger Stimulation um durchschnittich 25 nmol/l
(Abb.17A-E). Bei den Kontrollen mit defi*Tyr-Allel fiel der Anstieg der
[Ca®"]; geringer aus (ca. 15nmol/l) und die Kurven zeigten keinen typischen
Kurvenverlauf. Es fehlte ein deutliches Minimum und ein zweiter
anhaltender Anstieg (Abb.17F-1). Vielmehr scheint die serotonerge
Stimulation die intrazellulare Kalziumionenkonzentration der Kontrollen
nicht nachhaltig zu beeinflussen. Die nicht abgebildeten Kurven der
Patienten (n=24) und Probanden (n=15) mit dem His/His-Genotyp glichen
am ehesten den Kurven der Kontrollen mit dem His/Tyr-Genotyp.
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Abb. 17 Die Kalziumkurven der 5 Patienten (A-E) und dérKontrollen (F-I) mit dem Tyr-Allel.
Bis auf die einer Patientin zeigten die Kurven teé initiale Anstiee der intrazellulare
Kalziumionenkonzentration um ca. 25nmol/l, wéahreielgesunden Kontrollen mit dem -Allel
einen geringeren Anstieg um nur durchschnittlicmirol/l zeigten.
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6. Diskussion

6.1. Lymphozyten als Modell fiir zellulare degenemProzesse des
zentralen Nervensystems (ZNS)

Die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden an humanen Bluizelle
durchgefuhrt, den immunologisch aktiven Lymphozyten.

Lymphozyten haben neben ihrer Hauptaufgabe der Kérperabwehr die
Funktion eines Effektorsystems in den Interaktionen zwischen
Neuroendokrinium und Immunsystem. Sie sind in diesem Zusammenhang
selbst neuroendokrine Zellen, da Hormone und klassische Neurotransmitter
der neuroendokrinen Systeme, zum Beispiel Serotonin und Cortisol, an
spezifische Rezeptoren auf der Zelloberflache oder in der Heltlen und
die Zellaktivitdt modulieren (Hellstrand und Hermodsson 1987). Umgekehrt
konnen Zytokine und andere Produkte der Lymphozyten die Funktion und
Aktivitat anderer neuroendokriner Zellen modifizieren (Carr und Weige
1989). Aufgrund dieser vielfaltigen Interaktionsfahigkeiten mit neulemna
Zellen werden Lymphozyten von einigen Autoren als ,mobiles
immunologisches Gehirn“ mit perzeptiven Aufgaben bezeichnet (Blaloc
1994; Weigent und Blalock 1995; Greger und Windhorst 1996, S. 1711).
Die Interaktionen zwischen den neuronalen, endokrinen und
immunologischen Funktionen sind physiologisch wichtig, um die adaquate
Adaptation des Organismus an physiologische und pathologische
Veranderungen der Umwelt und des Kdrpers zu gewébhrleisten.

Mehrere Autoren wiesen darauf hin, dass degenerative Prozesse, wie
sie in neuronalen Geweben im Alter und unter pathologischen Bedingunge
beschrieben sind, sich in vergleichbarer Weise in nicht ZNS-g&mdd.h.
.peripheren* Zellen wie Fibroblasten, Lymphozyten oder Thrombozyten
abspielen. Auch die Veranderungen, die man in neuronalen Zellen von
Patienten mit M. Alzheimer (AD) gezeigt hat, konnten in peripheren
Geweben und Zellen dieser Patienten nachgewiesen werden {Ri@e2,
Bosman, Bartholomeus et al. 1991; Schlossmacher, Ostaszewski et al. 1992;
Karlsson, Blennow et al. 1995). In diesen Arbeiten wurden periphere
Zellen, darunter auch zirkulierende Lymphozyten, als Modell fur
degenerative Prozesse des zentralen Nervensystems (ZNS) vorgeschlagen
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Im Alter und bei AD gibt es Hinweise auf Veranderungen des
Immunsystems und der Lymphozyten. Die Barrierefunktion der Blut-Hir
Schranke lasst nach, sodass periphere aktivierte Lymphozyten rleichte
ZNS eintreten kdnnen (Hampel, Mullerspahn et al. 1995) und das ZNS eine
erhohte Vulnerabilitat fir Produkte der peripheren Immunzellen besitzt.

Wahrend im Alter sowohl die Anzahl an Lymphozyten als auch die
Mitogen-induzierte Proliferation abnimmt (Peterson 1992), findet man be
Alzheimer-Patienten eine erhohte Stimulierbarkeit der Lymphozygten
Proliferation durch Mitogene (Song, Vandewoude et al. 1999), andeserseit
eine Abnahme der Proliferation nacp-Amyloid-Exposition (Trieb,
Ransmayr et al. 1996). Es kommt zu Erhéhungen von proinflammatorischen
Interleukinen (Bonaccorso, Lin et al. 1998).

Lymphozyten besitzen in der [ER-Homoostase Ahnlichkeiten mit
neuronalen  Zellen. Neben dem Vorhandensein von ?*-Ca
Speicherorganellen, &aATPasen, N&C&'-Austauschern und Ga
bindenden Proteinen (Miller 1994; Peterson 1992) sind auch Strukturen in
Lymphozyten nachweisbar, die fur erregbare Zellen typisch sind. Dazu
gehort der ,hirnspezifische” Ryanodin-Rezeptor (Hakamata, Nishimura
al. 1994), spannungsabhangige und*@hangige Kalium-Kanale (Attali,
Honore et al. 1992; Fanger, Hoth et al. 1995).

Diese Untersuchungen weisen darauf hin, dass Lymphozyten als
Modell zur Untersuchung einiger zellularer degenerativer Prozessen
zentralen und peripheren Geweben in vergleichbarer Weise ablaufen,
geeignet sind.

Im Gegensatz zu Hirngewebe, das entweder postmortal oder bioptisch
gewonnen werden muss, kann man durch Venenpunktion Lymphozyten
erhalten. Diese Technik ist einfacher und atraumatischer aGadwnnung
und Praparation von Fibroblasten, sodass die Nutzung von Lymphozyten
eine bessere Standardisierung der Techniken zulasst (Eckestl, €toal.
1996). Bei Versuchen mit frischen Lymphozyten hat man keine Probleme
mit unterschiedlichen Zellzyklen, die fur widersprichliche Ergebrise
Versuchen mit Fibroblasten verantwortlich sein konnten (Chen, Cogbley
al. 1988). Nicht nur die Einfachheit in der Gewinnung des

Untersuchungsmaterials machen periphere Modelle wertvoll, sondelhn a



Diskussion 73

die Mdglichkeiten, postmortale Studien in einem vitalen System zu
reproduzieren, neue pathophysiologische Zusammenhange auch
stadienabhangig aufzudecken und intravitale und eventuell auch

diagnostische Marker zu entdecken.

6.2. Der 5-HT2a-Rezeptor auf humanen Lymphozyten
1 2. Nach Stimulation der Lymphozyten mit Serotonin
(5-HT) konnte ein Anstieg der intrazellularen

Kalziumionenkonzentration (G5 aufgezeichnet

werden. Man konnte in diesem Signal zwei Phasen
voneinander abgrenzen, eine erste, die einen steilen Anstieg der
Kalziumionenkonzentration beinhaltete und eine zweite, die einen zweiten
anhaltenden Konzentrationsanstieg zeigte. Dieser Verlauf &ahdele
Rezeptor-mediierten Verlaufen, die andere Arbeitsgruppen zeigen konnten
(Braiman, Goldstein et al. 2000).

Die Typisierung des Rezeptors, der das 5-HT-induzierte Kalzium-
Signal vermittelt, lie3 sich durch eine Inkubation mit verschied&aki -
Antagonisten vor der Stimulation mit 5-HT eingrenzen. Der 5-HT2-
Antagonist Risperidon und der selektive 5-HT2a-Antagonist Ketanserin
blockierten das Signal vollstandig. Andere Substanzen, die spezifisch 5
HT1, 5-HT3 oder 5-HT4-Rezeptoren blockieren, konnten den Anstieg der
[Ca®™]; nicht verhindern (s. Abb.10, S.51).

In der Literatur findet man unterschiedliche Angaben zu serotamerge
Rezeptoren auf Lymphozyten, die unter anderem durch methodische
Differenzen zu erklaren sind. Dass der 5-HT2-Rezeptor in Lymphozyte
funktionelle Bedeutung besitzt, zeigen Versuche, in denen 5-HT2-
Rezeptorantagonisten die Typ IV Immunreaktion unterdriicken (Ameisen,
Meade et al. 1989). Allerdings konnten in anderen Versuchsansatzen andere
5-HT-Rezeptoren nachgewiesen werden, zum Beispiel der 5-HT1la
Rezeptor auf aktivierten humanen T-Lymphozytenlinien (Aune, McGrath et
al. 1993). Dieser soll wie der 5-HT2a-Rezeptor zu einem IP3-alg&ing
Anstieg der [C&]; filhren. Der 5-HTla-Rezeptor wurde auch auf
Lymphozyten von HIV-positiven Patienten entdeckt (Eugen-Olsen, Afzelius
et al. 1997).
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6.3.

A

Durch die pharmakologische Bestimmung des 5-HT-Rezeptortyps in
dieser Arbeit kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich andere 5-HT
Rezeptortypen aul3er dem 5-HT2a-Rezeptor auf der Lymphozytenmembran
befinden. Zum einen ist ein Vorkommen von Rezeptoren maoglich, die kein
messbares Kalzium-Signal vermitteln und zum anderen serotonerge
Rezeptoren, die sich aus Mangel an selektiven Antagonisten nicht
pharmakologisch ausschliel3en lie3en. Dazu gehéren besonders der 5-HT2b-
Rezeptor und die 5-HT5-, 6-, und 7 — Rezeptoren. Dennoch erlaubt die
Tatsache, dass Ketanserin die Fahigkeit besitzt, das Ka&ignal bereits
bei einer Konzentration von 25nmol/l vollstandig zu blockieren, den
Schluss, dass fur den 5-HT-induzierten Anstieg der intrazedlula
Kalziumionenkonzentration in einer gemischten Lymphozytensuspension
funktionell ausschlie3lich der 5-HT2a-Rezeptor relevant ist.

Die 5-HT2-Rezeptoren gehdren zu der G-Protein-Rezeptorfamilie, be
der die Stimulation tber die Aktivierung der Phospholipase C zu einer
Bildung von Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) fihrt
(Martin  und Humphrey 1993). IP3 bindet an I[P3-Rezeptoren des
endoplasmatischen Reticulums (ER) und bedingt den raschen initialen
Anstieg des [C&]; (1.Phase) (Finch, Turner et al. 1991). In der
vorliegenden Arbeit reduzierte sich die erhohte®[fzannerhalb von 120
sec nicht auf die Ausgangskonzentration, sondern stieg meist nach eine
kurzen Abfall nochmals leicht an. Die anhaltend erhohté‘]Cader der
zweite leichte Anstieg deuten auf eine Offnung von membranstandigen
Kalzium-Kanalen und auf einen €&Einstrom aus dem Extrazellularraum
hin. Dieser C&-Einwartsstrom wird dac (Strom (I) calcium-release-
activated) oder kapazitativer Kalziumionen-Einstrom (CCE) genannt
(2.Phase) (Chow und Jondal 1990; Hoth und Penner 1992). Der CCE wird
durch eine Verarmung an €aim ER ausgeldst und filhrt (iber eine
voriibergehend erhohte [€h zu einer Auffillung der intrazelluléren €a

Speicher.

Die basale Kalziumionenkonzentration
A In den Lymphozyten der Alzheimer-Patienten lag

_[\v/‘ die basale [Cd]; tendenziell hoher als in der

»
|
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Kontrollgruppe, ohne einen signifikanten Unterschied zu erreichen. Diese
diskrete Erh6hung zeigt sich in anderen Arbeiten durch unterschiedlic
Ergebnisse mit erhéhten (Adunsky, Baram et al. 1991; Ibarretall@atri

al. 1997) oder tendenziell erhdhten (Hartmann, Eckert et al. 1994) Werten
oder mit Basalwerten, die sich nicht zwischen den Gruppen unterschieden
(Bondy, Klages et al. 1994; Eckert, Forstl et al. 1997; Sulger, Bumai
Huber et al. 1999). Die GroRenordnung von 30-100nmol/l, in der sich die
basale [C&]; bewegt, ist nicht auffallig. Aus dieser Tendenz zu hoéheren
basalen Kalziumionenkonzentrationen lasst sich am ehesten eineeatigem
Veranderung der Kalzium-Homdostase ableiten. Pathophysiologische

Auswirkungen erscheinen unwahrscheinlich.

6.4. Das initiale Maximum des Kalzium-Signals
Das initiale Maximum des Kalzium-Signals nach 5-

HT und aMe-5-HT-Stimulation war bei der Alzheimer-

N

Gruppe signifikant hoher als in der Kontrollgruppe.

Diese Erhohung des Kalzium-Signals nach serotonerger Stimulation
kann einerseits durch eine Hochregulation des 5-HT2a-Rezeptoasideist
kommen und andererseits durch eine verstarkte IP3-abhangigetZenajse
von Kalziumionen aus dem endoplasmatischen Reticulum bedingt sein.
Wahrend die Stimulation von Lymphozyten mit 5-HT bei Alzheimer-
Patienten in dieser Arbeit erstmals gezeigt wurde, gikiresVielzahl von
Untersuchungen, in denen Lymphozyten mit verschiedenen anderen
Substanzen stimuliert wurden. Die Ergebnisse sind uneinheitlicheigienz
ein verstarktes Signal in Fibroblasten nach Stimulation mityBrach und
Bombesin (Hirashima, Etcheberrigaray et al. 1996), die nach Bindung an
ihre Rezeptoren Uber IP3 zu einer Kalziumionenfreisetzung flihren. Beim
Vergleich zwischen Alzheimerpatienten und Kontrollen zeigte emgpiz
einen verstarkten Anstieg der [CJa nach Stimulaton mit PHA in
Lymphozyten (Adunsky, Baram et al. 1991; Adunsky, Diver-Haber et al.
1995) und andere ein unverandertes Kalzium-Signal nach der Stimulatio
mit Mitogenen in Lymphozyten (Eckert, Forstl et al. 1993; Bondpgks
et al. 1994; Hartmann, Eckert et al. 1994; Bondy, Hofmann et al. 1995;
Eckert, FoOrstl et al. 1997).
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Dass das Kalzium-Signal nach serotonerger Stimulation in ARestar
war als in der Kontrollgruppe steht im Widerspruch zu Untersuchungen
mehrerer  Arbeitsgruppen, die zum einen den Verlust von
Serotoninbindungsstellen im Cortex des Gehirns feststellen konntess(Cr
Crow et al. 1984; Crow, Cross et al. 1984) und zum anderen eine
Verminderung der Funktion von Serotoninrezeptoren in Form von
Signaltransduktionsstérungen zeigten. Es handelt sich bei dieseng&tdrun
um Entkopplungen der jeweils nachgeschalteten Einheiten in der
Signalkaskade, die sich unter anderem in einer Rezeptor-G-Protein
Entkopplung, einer Storung der Rezeptor/G-Protein-Aktivierung von
Phospholipase C und der Funktion des IP3 zeigen (Cowburn, Fowler et al.
1996).

Diese Diskrepanz wirft die Frage auf, ob man postmortale
Untersuchungen an Zellen des ZNS mit Untersuchungen an peripheren
Zellen des Immunsystems vergleichen kann. Die Verwendung eines
peripheren Modells zur Untersuchung von Prozessen im ZNS koénnte die
widerspruchlichen Ergebnisse in den Untersuchungen zur
Signaltransduktion und dem erhdhten Kalzium-Signal nach serotonerger
Stimulation erklaren. Zudem lassen sich weitere methodischesdhiede
zwischen den peripheren und zentralen post mortem durchgefiihrten
Untersuchungen fur die Diskrepanz der Ergebnisse verantwortlichemac
Die Patienten werden in verschiedenen Stadien ihrer Erkrankuassterzu
einem friheren Zeitpunkt bei den peripheren Zellen, die man durch
Blutentnahme gewinnt und zu einem spateren Zeitpunkt bei den
postmortalen Untersuchungen. Auch kénnen sekundare degenerative
Effekte durch pramortale Agonie oder durch postmortale Veranderungen
die Ergebnisse der postmortalen Studien beeinflussen.

Die uneinheitlichen Ergebnisse bei den Untersuchungen mit
peripheren und zentralen Zellen kénnten aber auch durch die verschiedenen
Stimulationssubstanzen zustande kommen. Diese Uberlegung sprache fur
eine spezifische Veranderung der serotonergen Signaltransduktion bihd nic
der Signaltransduktion anderer Systeme, in denen es Uber andeué Stim

und Rezeptoren zu einer IP3-abhangigen Kalziumionenfreisetzung kommt.
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6.4.1.

Zusammenfassend gibt das erhdhte Kalzium-Signal nach serotonerger
Stimulation somit Hinweise auf eine erhdhte Sensitivitdt des- |
abhéangigen Kalziumionenfreisetzung vor allem in Anbetracht von Studien,
die nach IP3-induzierenden Stimuli eine erhdhte Kalziumionenfreaisgtz
bei AD zeigten (Hirashima, Etcheberrigaray et al. 1996). Zusktkbnnte
aber auch eine spezifische Veranderung der serotonergen
Signaltransduktion mit einer Hochregulierung des 5-HT2a-Rezeptors
Ursache des verstarkten Kalzium-Signals nach serotonergaul&ion
sein. In den folgenden Abschnitten werden einige Punkte, die fir eine
Hochregulierung des 5-HT2a-Rezeptors sprechen oder in diesenvéialle
Bedeutung sind, benannt.

GENETISCHE FAKTOREN FUR EIN ERHOHTES KALZIWGIGNAL NACH
SEROTONERGER STIMULATION

Genomische Variationen von DNA-Sequenzen in Form von
Punktmutationen  kénnen mit  signifikanten  Unterschieden in
Signaltransduktionsprozessen (Dobrev, Wettwer et al. 2000), mit
psychiatrischen Symptomen (Nacmias, Tedde et al. 2001) und
medikamentdsen Therapieerfolgen assoziiert werden (Maitland-van der Zee,
Klungel et al. 2002).

Bei dem 5-HT2a-Rezeptor-Gen, einer der ersten klonierten Gene aus
der Gruppe der serotonergen Rezeptorgene, konnten zwei natlrlich
vorkommende Punktmutationen identifiziert werden, der seltenere
Ala447Val-Polymorphismus und der His452Tyr-Polymorphismus mit einer
Allelfrequenz des selteneren Allef®{yr) von 10% (Erdmann, Shimron-
Abarbanell et al. 1996). Ozaki et al. konnten die Funktionalitat des
His452Tyr-Polymorphismus in Form einer Veranderung des 5-HT
induzierten Kalzium-Signals in Thrombozyten einer kleinen Population von
Patienten mit saisonaler affektiver Stérung zeigen (Ozaki, iMetnpl.
1997). Das*Tyr Allel war assoziiert mit einem geringeren initialen
Anstieg der intrazellularen Kalziumionenkonzentration, einer gréf3eren
Latenz bis zum Maximum dieses Anstiegs und einer verlangerten
Halbwertszeit (HWZ).

In der vorliegenden Arbeit konnten bei den Kontrollen keine
Unterschiede in dem 5-HT-induzierten Kalzium-Signal zwischen den
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Genotypen His/His (n=15) und His/Tyr (n=4) festgestellt werdesiddr
kann aufgrund der geringen Fallzahl ein Effekt im Sinne der Ergebrosse
Ozaki et al. nicht ausgeschlossen werden. Es ist aber mdglichdetagsn
Ozaki et al. beschriebene Effekt auf Patienten mit affektiviémuSgen
beschrankt ist.

Interessanterweise war bei den Patienten mit dementiellen
Symptomen der His/Tyr-Genotyp im Gegensatz zu den Kontrollen mit
einem signifikant héheren initialen Maximum assoziiert. Die gegkgen
Veranderungen in der Kalzium-Homdoostase zwischen den Alzheimer-
Patienten und den depressiven Patienten von Ozaki et al. mit defyrHis/
Genotyp deuten darauf hin, dass es krankheitsspezifische Veranderungen
gibt, die durch den Polymorphismus ausgeltst werden kdnnen(Ozaki, Manji
et al. 1997). Dieses Phdnomen wurde zum Beispiel auch von Holmes et al
festgestellt, die nur bei Alzheimer-Patienten eine Assoziatuam
Symptomen mit Mutationen feststellen konnten, wahrend bei anderen
Patientengruppen der Effekt nicht nachgewiesen werden konntenékiol
Arranz et al. 1998). Der His452Tyr-Polymorphismus scheint somit einen
gegenteiligen Effekt bei depressiven Patienten und Demenzpatienten
hervorzurufen. Um diese These zu belegen muss allerdings ein direkte
Vergleich zwischen den Patientengruppen in einer gréf3eren Population
durchgefuhrt werden.

Wie auch in der Arbeit von Ozaki et al. (Ozaki, Manji et al. 1997)
wurden keine Patienten gefunden, die homozygot fiir das seltéfEye
Allel waren. Diese Tatsache schrankt die Aussage der Ergebméster ein
bzw. kann leider durch mogliche deutlichere Veranderungen die These nicht
stutzen. Ob der His452Tyr-Polymorphismus zu dem bei den Alzheimer-
Patienten nachzuweisenden erhdhten initialen Maximum beitragt, rmtss
einer hoheren Patientenzahl und unter Ausschluss anderer wichtiger
Faktoren in weiteren Untersuchungen gepruft werden.

Die Allelfrequenz von 10% fiir das seltenérélyr-Allel sowohl bei
Patienten als auch bei Probanden gibt keinen Anhaltspunkt dafir, dass die
Verteilung der Genotypen sich unterscheidet und entsprechen denen der
Literatur (Erdmann, Shimron-Abarbanell et al. 1996; Minov, Baghal.et a
2001).
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6.4.2. GESTEIGERTE SEROTONERGE SIGNALTRANSDUKTIONND DEPRESSIVE
BZW. KOGNITIVE SYMPTOME BEI AD

Eine gesteigerte serotonerge Signaltransduktion Uber 5-HT2a-
Rezeptoren konnte sowohl die depressiven als auch die kognitiven
Symptome bei AD beeinflussen.

Kognitive Symptome
Eine erhohte Empfindlichkeit der serotonergen Transmission,

besonders des 5-HT2a-Rezeptors, kann auch die kognitiven Symptome bei
AD beeinflussen. Untersuchungen weisen darauf hin, dass durch eine
Stimulierung des 5-HT2a-Rezeptors sowohl peripher als auch zerdral di
Freisetzung einer Reihe anderer Neurotransmitter und Hormone aroduli
werden kann. Dazu gehort die Ausschittung von Acetylcholin (Muramatsu,
Tomaki-Ohashi et al. 1988), Adrenalin (Feniuk, Hare et al. 1998), Dopamin
(Muramatsu, Tomaki-Ohashi et al. 1988), exzitatorischen Aminasauee
Glutamat (Maura, Roccatagliata et al. 1988), Vasopressin, Cortison,
Luteinisierungshormon und Prolactin (Hoyer, Clarke et al. 1994).

Andere Studien konnten einen direkten anticholinergen Einfluss des
serotonergen Systems Uber 5-HT2a-Rezeptoren auf das Lernenasind d
Gedéchtnis feststellen. Auch wenn eine allgemeine Depletioremto8in
Lernen und Gedachtnis einschrankt (Nilsson, Strecker et al. 1988; Richter
Levin und Segal 1989), kann in einigen Arbeiten eine selektive Blockjerun
des 5-HT2a-Rezeptors, die cholinerge Transmission (Muramatsu, Tomaki-
Ohashi et al. 1988) oder das Lernen verbessern (Meneses 1998).

Eine veranderte serotonerge Signaltransduktion kénnte somit sowohl
direkte Auswirkungen auf das Lernen und das Gedachtnis haben als auch
indirekt Uber cross-talks mit dem cholinergen System diese $3¥®ze

beeinflussen.

Depressive Symptome
Die Noradrenalin-Serotonin-Mangelhypothese bei der Depression

findet seit der Aufklarung des Wirkmechanismus der Antidepressiiveie
Monoamine breite Unterstiutzung. Sowohl bei Patienten mit depressiven
Storungen als auch bei Alzheimer-Patienten konnte ein Verlust atofier
und 5-Hydroxyindolessigsaure (5-HIAA als Indikator fiir die metabbés

Aktivitat) in mehreren Studien sowohl in Hirngewebe als auch im liquo
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cerebrospinalis nachgewiesen werden (Reinikainen, Soininen et al. 1990;
Owens und Nemeroff 1994). Ein deutlicheres Ausmald an serotonerger
Dysfunktion im ZNS wurde bei Alzheimer-Patienten beschrieben, die
zusatzlich an depressiven Stérungen litten (Chen, Alder et al. 1996).

In peripheren Zellen von Patienten mit depressiven Stérungen wurde
sehr konsistent eine gesteigerte Transmission der serotonergen
Signaltransduktion tGber 5-HT2a-Rezeptoren festgestellt (Eckert, Gahn e
1994; Tomiyoshi, Kamei et al. 1999; Plein und Berk 2000). Somit gibt es
auch bei den Untersuchungen mit depressiven Patienten die Inkonsistenz
zwischen Untersuchungen an zentralen Zellen mit einer gestorten
serotonergen Signaltransduktion und an peripheren Zellen mit einer
gesteigerten serotonergen Signaltransduktion. Diese Ubereinstimmungen
zwischen neurochemischen Veréanderungen von Alzheimer-Patienten und
Patienten mit Depression konnten mit dem erh6hten Risiko der Alzheimer
Patienten, eine Depression zu entwickeln und mit der haufigen Kemxis
von Demenz und Depression assoziiert sein (Reding, Haycox et al. 1985).

Es gibt bei den depressiven Erkrankungen zudem einige Hinweise
darauf, dass nicht spezifische Rezeptordefizite und eine spezisthag
der serotonergen Aktivitat fir die neurobiologischen Pathomechanismen
verantwortlich sind, sondern dass eine generelle Erhdhung d&t; [ared
Stérung der Kalzium-Homoostase besteht (Dubovsky, Murphy et al. 1992;
Dubovsky, Murphy et al. 1992; Dubovsky, Thomas et al. 1994; Eckert,
Gann et al. 1994; Yamawaki, Kagaya et al. 1996). Zu der erhOhten
Vulnerabilitat der Alzheimer-Patienten depressive Symptome zu
entwickeln, kdnnte nicht nur eine Ubereinstimmung in der Veranderung des
serotonergen Systems, sondern auch eine Gleichartigkeit in detigew
Veranderungen der Kalzium-Homdostase beitragen.

Es gibt Hinweise darauf, dass im Gegensatz zu einer Alzheimer
Demenz ohne Depression Kalziumantagonisten bei einer Koexistenz von
Demenz und Depression therapeutische Wirkungen zeigen (De V@g Frit
et al. 1997). Eine Therapie mit Kalziumantagonisten hétte vor allem
Vorteile gegenuber der Anwendung von tricyclischen Antidepressiva, die
durch anticholinerge und kardiovaskulare Nebenwirkungen und

gleichzeitigem Effektivitatsverlust in geriatrischen Populatiof@lotkin,
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Whitmore et al. 1989) bei Alzheimer-Demenz wenig geeignet erscheinen.
Zusammenfassend ist der Vergleich der neurochemischen

Verdnderungen bei der Depression mit denen bei AD aufgrund der

Ahnlichkeit in den Ergebnissen und der vergleichbaren Schwierigkeiten in

der Interpretation interessant. Er lasst aber keinen Schluss es,soth um

eine Verstarkung der serotonergen Signaltransduktion handelt oder um eine

erhohte IP3-abhangige Kalziumionenfreisetzung unabhangig vom Stimulus.

6.5. Das Minimum des Serotonin-induzierten Kalzi8ignals

Das Minimum ist schwierig zu interpretieren, da die

J\/‘ Hohe abhangig zu sein scheint vom initialen Maximum,

» denn bei allen Gruppen reduzierte sich die’[;anach

dem initialen Peak um ca. 50%. Die Unterschiede ahneln somit denen, die
bei dem Vergleich des initialen Maximums auftraten. Auf3erdem kann d
tendenziell erhohte Wert bei AD auch durch eine Uberlagerung dierch
darauffolgenden CCE zustande kommen. Die Aussagekraft dieses Wertes
ist somit begrenzt, verdeutlicht aber, dass die”[Caei den Alzheimer-

Patienten Uber den ganzen Verlauf hoher lag als die bei der Kontrollgruppe.

6.6. Das finale Maximum des Serotonin-induzierteiziim-Signals

Der kapazitative Kalziumionen-Einstrom (CCE), der
durch die Verarmung an  Kalziumionen im
endoplasmatischen Reticulum zum Beispiel nach IP3-

abhangiger Kalziumionenfreisetzung ausgelost wird

(Putney, Broad et al. 2001), ist durch die transiente Erhéhung in deezwe
Phase des Kalzium-Signals und dem Messpunkt des ,finalen Maximums*
(Maxs,) charakterisiert.

Bei den Alzheimer-Patienten ist diese transiente Erh6hung starker
ausgepragt als in der Kontrollgruppe und zeigt sich in den signifika

erhdhten finalen Maxima.

6.6.1. FAKTOREN, DIE ZU EINEM VERSTARKTEN CCE BEITARGEN KONNTEN

Ryanodin-Rezeptoren
Der kapazitative Kalziumionen-Einstrom (CCE) zeichnet dadurch aus,

dass nur soviel G4 aus dem Extrazellularraum einstromt, wie zum
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Auffillen der intrazellularen Kalziumionenspeicher benétigt wird (Chow
und Jondal 1990). Diese Regulation, welche die intrazellulare
Kalziumionenkonzentration in engen Grenzen halt, kdonnte bei den
Alzheimer-Patienten verloren gegangen sein. Eine Ursache kénnte zum
Beispiel eine erhohte Anzahl oder verlangerte Offnungsdauer von
membranstandigen Kalziumkanalen sein. Der Mechanismus und die
Regulation des CCE ist bis heute noch nicht geklart, aber esenverd
Theorien favorisiert, die einen diffusiblen Kalzium Influx Faktosiira,

Su et al. 1999) oder direkte mechanische Interaktion zwischen ER und
Plasmamembran durch Konformationsanderungen zum Beispiel von
Ryanodin-Rezeptoren postulieren (Kiselyov, Shin et al. 2000). Bei
Alzheimer-Patienten fanden sich eine erhdhte Anzahl von Ryanodin-
Rezeptoren (Kelliher, Fastbom et al. 1999), die zu einem erhéhteru@CE

einer damit anhaltend erhéhten fabeitragen kénnten.

Auswirkungen des-Amyloids auf die Kalzium-Homoostase
Von verschiedenen Arbeitsgruppen konnte durch die Vorbehandlung

der Zellen mit A auch in gesunden Zellen Veranderungen der Kalzium-
Homoostase hervorgerufen werden (Eckert, Hartmann et al. 1993; Mattson,
Tomaselli et al. 1993).

B-Amyloid kann direkt den Kalziumionen-Einstrom Uber die
Zellmembran beeinflussen. Schon in niedrigen Konzentrationen kfnn A
eine Erhdhung der basalen fQaund eine Verstarkung des Stimulus-
induzierten Kalziumionen-Einstroms bewirken (Mattson, Tomasellil.et a
1993). Diese Erhdhung der Membran-Leitfahigkeit fur Kalzium konrfte A
durch die Bildung eines selektiven Kationen-Kanals verursachen. In in-
vitro-Versuchen zeigte sich, dagsAmyloid in einer Lipiddoppelmembran
einen Kationen-Kanal mit einer Transportfunktion fir Kalzium bildann
(Arispe, Pollard et al. 1993; Arispe, Rojas et al. 1993; Pollard, Rbjak
1993).

Durch eine Ablagerung vonfAauf der Zelloberflache und durch die
intrazellulare Bildung von freien Radikalen nach der Behandlung Afiit
konnen aulRerdem Membranproteine, die fur die Kalzium-Homdostase
Bedeutung haben, geschadigt werden. Bei Inkubation der Zellen finit A

wurde ein verstarkter Kalziumionen-Einstrom uber die
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spannungsabhangigen  membranstandigen  Kalziumkanédle (VOCC)
beobachtet (Silei, Fabrizi et al. 1999). Auch eine verringerteigdition
Uber die Zellmembran kann zur Akkumulation von Kalzium und einem
erhohten CCE beitragen (N&a*-Austauscher (Wu, Derrico et al. 1997),
ATPasen (Mark, Hensley et al. 1995)).

Die beschriebenen Stérungen der Kalzium-Homdostase kdnnen somit
Folgen einer B-Formation in der Zellmembran oder auf der Zelloberflache

sein.

Kaliumkanale

6.6.2.

Eine Interaktion zwischen fAund den spannungsabhangigen Kalium-
Kanélen wurde von Etcheberrigaray et al. vorgeschlagen (Etchebayriga
Ito et al. 1994). Seine Untersuchungen zeigen, dass bei AD der diemch
Kalium-Kanal-Blocker Tetraethylammoniumchlorid induzierten Argstier
[Ca®™]; geringer ausfallt. Im gleichen MaRe beeinflusst in AD afeh
Amyloid die Kalzium-Homd@ostase geringer als bei gesunden Probanden.

Es wird vermutet, dass es bei Gesunden nach der Behandlun@ mit A
durch eine Membranpotentialanderung zu einem Anstieg défj{€ammt,
wahrend dieser Mechanismus bei AD durch eineKKnal-Dysfunktion
unterdriickt wird. Ein Aktivitatsverlust der Phosphokinase i€ mit der
K*-Kanal-Dysfunktion assoziiert (Bhagavan, Ibarreta et al. 1998)jtsom
konnte unter anderem eine Veradnderung der Kalzium-Homoostase die
Kaliumkanalfunktion beeinflussen.

Einige Arbeitsgruppen betonen, dass gerade in Lymphozyten fir den
kapazitativen Kalziumionen-Einstrom nicht nur die luminale ’{;am
endoplasmatischen Reticulum wichtig ist, sondern dass er zusatzlic
spannungsabhangig reguliert wird (Zweifach und Lewis 1996) (Densmore
Haverstick et al. 1996). Eine Dysfunktion von Kaliumkanalen kénnte somit
einen direkten Einfluss auf das Membranpotential haben und dartber hinaus

in die Regulation des kapazitativen Kalziumionen-Einstroms eingreifen.

VERANDERUNGEN DES CCE’S BEI DER FAMILIARENGRM

Zusatzlich zu diesen Uberlegungen ist der Vergleich mit
Veranderungen der Kalzium-Homobostase in Zellen mit Presenilin

Mutationen interessant. Vererbte Mutationen der PS-1- und PS-2-(Bdne s
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[Ca™);

Zeit in sec

Abb. 18 schematische Darstellung des Ago-induzierter
Anstiegs der [Ca”]; in Zellen mit PresenilitMutationet
(gestrichelte Linie), ,normalen* Zellen (gepunktetinie) unt
Zellen ohne Presenilin (durchgezogene Lil
Stimulationssubstanzen waren unter anderem Braghykimc
Bombesin. Wéhrend eine Preser-Mutation zu einem starker
IP3-abhéngigen KalziumioneBinstrom und einem verringert
CCE fuhrt, kommt es durch ein Fehlen des PreseRilateins zi
einem verstarkten CCE. Die durchgezogene Liniepents auct
den Veradnderungen, die in dieser Arbeit bei denhdiimer-
Patienten gezeigt werdikonnten

fur bis zu 40% der familidren Alzheimer-Falle verantwortlictioréblasten
und Lymphozyten, die eine solche Mutation aufwiesen zeigen eine
spezifische Veranderung der Kalzium-Homoostase (Abb.18).

Wahrend einer der konsistentesten Befunde der potenzierende Effekt
von Presenilin-Mutationen in Hinblick auf die [P3-vermittelnde
Kalziumionenfreisetzung war (Ito, Oka et al. 1994; Gibson, Martire. et
1996; Guo, Furukawa et al. 1996; Etcheberrigaray, Hirashima et al. 1998;
Leissring, Parker et al. 1999; Leissring, Paul et al. 1999gtezsich auch
eine Stérung des kapazitativen Kalziumionen-Einstroms (CCE). lerell
mit PS-Mutationen war dieser verringert (Ito, Oka et al. 1994; YbenG
et al. 2000).

Die modulatorische Wirkung auf den CCE scheint aber nicht auf
mutiertes Presenilin beschrankt zu sein, sondern ist eine physadiegi
Funktion von ,normalem* Presenilin. Yoo et al. konnten zeigen, dass eine
an Presenilin verarmte Zelle einen gesteigerten kapazitativerukKedrien-
Einstrom aufweist (Yoo, Cheng et al. 2000).

Eine interessante Verbindung zwischen sporadischer AD und
familiarer AD mit Presenilin-Mutationen bietet die Untersuchemgon
Giannakopoulos und Bouras et al, die eine  erhohte
Uberlebenswahrscheinlichkeit von Neuronen beschreiben, die PS-1

immunoreaktiv sind (Bouras, Giannakopoulos et al. 1996) und eine
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erniedrigte  Presenilinkonzentration in Zellen von Patienten mit
sporadischem AD im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigen
(Giannakopoulos, Bouras et al. 1997). So liegt meines Erachtens nach die
Hypothese nahe, dass der starkere CCE, verdeutlicht durch das erhohte
finale Maximum, durch eine verringerte Expressionsrate oder funkgone
Aktivitat der Preseniline zustande kommen konnte.

Weitere Untersuchungen mit der Quantifizierung von Presenilinen
sind notig, um diese Hypothese zu bestatigen. Diese Differenzhemis
sporadischen und familiaren Fallen bietet eventuell eine Madglichkei
Unterschiede im Verlauf und der Pathophysiologie zu erklaren.
Vorraussetzung dabei ist, diese Untergruppen getrennt zu untersuchen, u

einen sich aufhebenden Effekt zu vermeiden

6.6.3. FOLGEN DES VERSTARKTEN KAPAZITATIVEN KALZIUMONENEINSTROMS

Die anhaltend erhohte [€% kann zu einer gestérten Mitochondrien-
Funktion mit einer Aktivierung von Enzym-Kaskaden, Akkumulation von
Kalzium und einer Stérung der Redoxsysteme mit der Bildung vomfreie
Radikalen fuhren (Mattson 1994). Eine gestorte Kalzium-Homdostase
kénnte nicht nur durch eine Wirkung d@gsAmyloids entstehen. Sie kann
auch zu einer Erh6hung de$-Reptids sowie zu Phosphorylierungen des
Tau-Proteins unter anderem durch eine Aktivitatsdnderung Kalzium-
abhangiger Proteasen und Proteinkinasen beitragen (Querfurth und Selkoe
1994).

Zusatzlich hat die Regulation der Kalziumionenfreisetzung aus dem
endoplasmatischen Reticulum direkte Bedeutung beim Apoptose-Vorgang.
Zu Beginn der Apoptose kann eine Erhéhung der Typ3 IP3-Rezeptoren in
Lymphozyten nachgewiesen werden (Guo, Furukawa et al. 1996; Guo,
Sopher et al. 1997) und Inhibitoren der ?GATPase des ER wie
Thapsigargin induzieren Apoptose in vielen Zelltypen. Die Auswirkungen
einer erhohten intrazellularen Kalziumionenkonzentration kénnten so mit
den pathologischen Hauptmerkmalen (Apoptose, Plaques und Fibrillen mit
hyperphosphorylierten  Neurofilamentproteinen) der Alzheimerschen
Erkrankung in Zusammenhang stehen.

Zusammenfassend kann die anhaltende Erh6hung der intrazellularen

Kalziumionenkonzentration Hinweis auf eine Stérung des kapazitativen
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6.7.

Kalziumionen-Einstroms (CCE) mit einem verstarkten und verldager
Einstrom aus dem Extrazellularraum sein. Zu dem verstarkten
Kalziumionen-Einstroms  kdnnte eine Storung membranstandiger
Kalziumionenkanale, eine lokale Wirkung d¢lsAmyloids und eine

Stérung von membranstandigen Kaliumkanalen beitragen.

Die Kinetik des Kalzium-Signals: Hinweis aufieverklrzte
Halbwertszeit

Interessant ist der Vergleich der Kinetik zwischen

’ > / den untersuchten Gruppen.

- Sowohl bei der Stimulation mit 5-HT als auch bei

aMe-5-HT-Stimulation gab es keine signifikanten Unterschiede behig|
der Zeit bis zum Erreichen des initialen Maximumgadi obwohl
zumindest nach der Stimulation mit 5-HT bei der Alzheimer-Gruppe e
Tendenz im Sinne einer Verzogerung festzustellen war. Auch wena dies
Veranderung hier nicht deutlich hervortritt, deutet sie in diaclgyge
Richtung wie die Ergebnisse von einigen Arbeitsgruppen, die ein
verzogertes Signal nach PHA - Stimulation in Lymphozyten zdiganten
(Bondy, Hofmann et al. 1995; Eckert, Forstl et al. 1996).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine andere kinetische
Veranderung. Alzheimer-Patienten erreichten das Minimum deaukal
Signals nach serotonerger Stimulation hochsignifikant friher als die
Kontrollgruppe. Unterschiedliche Faktoren kénnten zu einer Verkirzung

der 1. Phase des Serotonin-induzierten Kalzium-Signals beitragen.

6.7.1. FAKTOREN, DIE ZU EINEM FRUHEREN ERREICHEN BEMINIMUMS

BEITRAGEN KONNTEN

Uberlagerung mit dem kapazitativen Kalziumionen-Einstrom

Es besteht die Moglichkeit, dass eine Uberempfindlichkeit des
kapazitativen Kalziumionen-Einstroms (CCE) zu einem vorzeitigen
Einstrom von Kalziumionen fiihren kann und durch eine Uberlagerung des
Minimums, die vorherige Phase kirzer erscheinen lasst. Die erhohte
Sensitivitat des kapazitativen Kalziumionen-Einstroms konnte durch eine
erniedrigte Pufferkapazitat fur Kalzium im endoplasmatischetici®em
bedingt sein oder durch eine Uberaktivitat der membranstandigen

Kalziumkanale. Wenn man eine direkte mechanische Interaktion zwischen
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endoplasmatischen Reticulum und Plasmamembran durch
Konformationsanderungen zum Beispiel von Ryanodin-Rezeptoren als
Mechanismus fur den CCE annimmt (Kiselyov, Shin et al. 2000), kdnnte
eine Aktivitatsveranderung von Ryanodinrezeptoren zu diesem Phanomen

beitragen.

Verringerte Halbwertszeit

6.7.2.

Andererseits konnte dieses frihere Erreichen des Minimums fur eine
erniedrigte Halbwertzeit (HWZ) des Agonisten-induzierten Sgnal
sprechen. Aul3er von der Einwirkungszeit des Agonisten ist die Dauer des
IP3-induzierten Signals vor allem abhangig von der Geschwindigkeit d
GTP-Hydrolyse durch die intrinsische GTPase-Aktivitat @éintereinheit
des G-Proteins ((Krauss 1997), S.207). Eine veranderte GTPase-Aktivita
konnte somit zu einer erniedrigten HWZ beitragen. Verschiedene
Untersuchungen konnten Veranderungen in der G-Protein-Funktion nach
acetylcholinerger und serotonerger Stimulation bei AD feststelle
(Weinstein, Magnuson et al. 1996; Jope, Song et al. 1997). Es ist
vorstellbar, dass auch die GTPase-Aktivitat davon beeinflusst wind z
Beispiel durch die Konformation des G-Proteins.

MOGLICHE FOLGEN DER VERKURZTEN HALBWERTSZEIDES
SEROTONERGEN SIGNALS

Die Ap-Produktion und die Tau-Phosphorylierung werden durch
Signaltransduktionsmechanismen reguliert. Hierbei fordert der Agoni
induzierte IP3-abhangige Anstieg der intrazellularen
Kalziumionenkonzentration  die  Bildung des  neuroprotektiven
Spaltprodukts, das I6sliche Amyloid-Vorlauferprotein APPs (Nitsch,
Wurtman et al. 1996). Die Verkirzung dieser Phase bei Alzheimer-
Patienten konnte so zu einer verringerten Synthese von APPs beitragen.

Der CCE fuhrt dagegen eher wie auch der durch lonophoren
ausgeloste GaEinstrom aus dem EZR zu einer verstarkten Bildung von
AB (Querfurth und Selkoe 1994). pAkann wiederum die Kalzium-
Homoostase storen und so zu seiner eigenen Bildung beitrageheswmni

Teufelskreis induzieren.
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6.8. Die Gruppe der ,anderen kognitiven Stérungen®

6.8.1. DAS SEROTONIN-INDUZIERTE KALZIUM-SIGNAL ISTKEIN DIAGNOSTISCHER
MARKER

Die intrazellulare Kalziumionenkonzentration zu den definierten
Zeiten und die kinetischen Werte befanden sich bei der Gruppe der
.anderen kognitiven Storungen“ (aKS-Gruppe) stets zwischen denen der
Kontrollen und denen der Alzheimer-Patienten. Zu keinem Zeitpunkt im
Verlauf des Kalzium-Signals unterschieden sich die Mittebveler aKS-
Gruppe signifikant von denen der Alzheimer-Patienten. Somit ist das
Serotonin-induzierte Kalzium-Signal als diagnostischer Marker wertlos.

6.8.2. VERANDERUNG DER KALZIUM-HOMOOSTASE IN DER a&&-GRUPPE

In der aKS-Gruppe scheint eine Veranderung der Kalzium-
Homoostase vorzuliegen. Im Gegensatz zur Alzheimergruppe waitsber
der Basalwert der aKS-Gruppe gegenuber der Kontrollgruppe seymifik
erhoht (p<0,03). Wéahrend bei dem initialen Maximum keine signifikanten
Unterschiede zwischen aKS- und Kontrollgruppe festzustellen waren,
wurde das Minimum tendenziell friher als in der Kontrollgruppe erreicht
und das finale Maximum war signifikant erhoht (p<0,01). Diese
Veranderungen, die qualitativ denen der Alzheimer-Patienten gheiaber
nicht das Ausmal? annehmen, deuten darauf hin, dass eine Stérung der
Kalzium-Homdoostase bei verschiedenen dementiellen Erkrankungen eine
Rolle spielen kénnte.

Patienten mit subjektiv kognitiven Storungen und leichten kognitiven
Stoérungen haben ein erhdhtes Risiko, an M. Alzheimer zu erkranken
(Kluger, Ferris et al. 1999). Die Veranderungen der Kalzium-Homdostase in
der aKS-Gruppe konnten somit eine Vorstufe sein bei der Entwicklung
einer Alzheimer-Demenz mit den deutlicheren Veradnderungen in de
Kalzium-Homo6ostase und im serotonergen Systems, die hier fur die

Alzheimergruppe gezeigt werden konnten.

6.9. Zusammenfassende kritische Beurteilung
Obwohl die Interpretation von Untersuchungen, in denen
Lymphozyten als Modell fur neurodegenerative Erkrankungen
herangezogen werden, durch die fragliche Vergleichbarkeitatentund
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peripherer Gewebe eingeschrénkt ist, erlauben diese Studien dennoch,
einige zellulare Prozesse nach einfacher Venenpunktion zu untersdiehen,
vermutlich in vergleichbarer Weise in zentralen und peripheren Bawe
ablaufen. Ein weiterer Vorteil dieser Modelluntersuchungen ist die
Tatsache, dass mdgliche Veranderungen bereits zu einem frihere
Zeitpunkt der Erkrankung und nicht erst post mortem, nach langerer
Krankheitsdauer, identifiziert und im Verlauf weiter verfolgt relen
konnen.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dass es bea&D
Stimulation mit 5-HT zu einem erhohten, aber verkirzten Kalziuméabig
und zu einem verstarkten Kalziumionen-Einstrom in Lymphozyten kommt.
Ob es sich dabei um eine Uberwiegend gesteigerte serotonerge
Signaltransduktion Gber 5-HT2a-Rezeptoren handelt oder ob die Erhéhung
der intrazellularen Kalziumionenkonzentration zusatzlich Ausdruck einer
veranderte Kalzium-Homoostase ist, muss weiterhin offen bleiben.
Allerdings weist die Tatsache, dass die in der Literatur fhilb&schriebene
Entkopplung von G-Protein und Rezeptor und die Reduktion in der 5-HT
Rezeptordichte des ZNS eigentlich zu einem verminderten KalzignalS
nach serotonerger Stimulation fuhren sollte, auch auf mdgliche Stérungen
der intrazellularen Homoostase und der IP3-abhangigen
Kalziumionenfreisetzung hin.

Trotz der kritischen Bewertung der Befunde lasst sich
zusammenfassend darauf hinweisen, dass in dieser Arbeit ergjezaligt
wird, dass zumindest an zirkulierenden Lymphozyten von AD Patierden d
Aktivierung eines G-Protein gekoppelten Rezeptors mit spezifischen
Agonisten eine Erhohung der intrazellularen Kalziumionenkonzentration
von langerer Dauer induziert. Diese Beobachtung wirde die Kalzium-
Hypothese der Demenz unterstitzen, welche mogliche toxische Eiiskte
geringen, aber persistierenden  Erhohungen der intrazellularen

Konzentration von Kalziumionen zuschreibt.
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7. Zusammenfassung

Aus neurochemischer Sicht spielen Stérungen der Signaltransduktion
in der Pathophysiologie der Alzheimer-Demenz (AD) die entschesdend
Rolle. Sie betreffen alle Transmittersysteme, von denen dasneirgsi
System am auffalligsten verandert ist und das serotonerge Systeailem
mit Stoérungen im nicht-kognitiven Bereich assoziiert ist (Aggvésas,
depressive Syndrome, Schlafstérungen). Direkten Einfluss auf die
Ausbildung der charakteristischen Alzheimer-Plaques und Fibrilleerhab
beide Neurotransmittersysteme durch ihre Regulatorfunktiorp-iiPP-
Processing und in der Tau-Proteinphosphorylierung, Serotonin insbesondere
Uber die 5-HT2a und 5-HT2c Rezeptoren. Wahrend in neueren
Untersuchungen an post mortem gewonnenen Hirngewebe von Patienten
mit AD vor allem Veranderungen der G-Protein/Rezeptor-Kopplundi&ir
Transduktionsstorungen verantwortlich gemacht wurden, sind bisher bei in-
vivo Versuchen an peripheren Zellen hauptséchlich Veranderungen der
Kalzium-Homoostase fur eine spatere Stufe der Transduktionskaskade
erfasst worden.

Das Ziel dieser Untersuchung war die Verknupfung der beiden
Systeme: Lymphozyten von Patienten mit M. Alzheimer, von Patieniten m
verschiedenen anderen dementiellen Erkrankungen und Kontrollen wurden
mit Serotonin stimuliert und das induzierte Kalzium-Signal awdgpénet.

So konnte eine grélRere funktionelle Einheit (Agonist-Rezeptorbindung bis
zum [Céji-Anstieg) an einem peripheren Modell fir 5-HT2a-Rezeptoren
in einem Versuch erfasst werden.

Wahrend die Basalwerte sich im Mittel nicht unterschiedenberga
sich beim Vergleich des Kalzium-Signals nach serotonergerulatiion
signifikante Unterschiede zwischen der Alzheimer-Gruppe und den
Kontrollen: Nach Zugabe von 5-HT und dem 5-HT2a-Agonisténethyl-
5-HT zeigte sich ein signifikant erhohter initialer Anstieg cl@ta2+]i
(p<0,03) in Patienten mit AD, der nachfolgende kurze Abfall def’”]Ca
zeigte fruher ein Minimum (p<0,001) und das finale Maximum erreicht
nach serotonerger Stimulation eine signifikant h('jhere2+1peh)ei AD-

Patienten im Vergleich zu den Kontrollen (p < 0,01).
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Die 5-HT2a-Rezeptoren sind tber ein Gg-Protein an das IP3-Effektor-
System gekoppelt, sodass der hohe initiale Peak nach serotonerger
Stimulation ein Mal3 fur die IP3-abhangige Kalzium-FreisetzstgDas
erhohte finale Maximum naalrMethyl-5-HT- und 5-HT-Stimulation zeigt
einen verlangerten und erhéhten Kalziumionen-Einstrom aus dem
Extrazellularraum an.

Die Ergebnisse kdnnen in zwei Richtungen interpretiert werden: zum
einen mit einer Veranderung in der Kalzium-Homdostase zum Beigpiel
Form von Verénderungen der membranstandigen Kalziumkanéle und zum
anderen mit einer gesteigerten Signaltransduktion tber 5-HT2a-Bezgpt
die zu einer Erh6hung der intrazellularen Kalziumionenkonzentration von
langerer Dauer fihren kdénnen.

Diese  Ergebnisse  konnten die Kalzium-Hypothese  der
neurodegenerativen Erkrankungen unterstttzen, welche moégliche toxische
Effekte unter anderem den geringen, aber persistierenden Erhahdeige
intrazellularen Kalziumionenkonzentration zuschreibt.

Bei der Assoziation des His452Tyr-Polymorphismus mit dem
Kalzium-Signal zeigten Patienten mit defifTyr-Allel ein signifikant
hoheres initiales Maximum als die Patienten mit His/His Ggn(a<0,03),
wahrend bei den Kontrollen kein Unterschied zwischen den Genotypen
festzustellen ist. Dieses Ergebnis gibt zum einen Hinweisaufjadass
dieser Polymorphismus im Rahmen der Alzheimerkrankung eine andere
Rolle spielen kdnnte als bei Gesunden und dass er unter Umstanden zu dem

erhdhten Kalzium-Signal nach serotonerger Stimulation beitragen konnte.
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9. AbkUrzungsverzeichnis

N RS B-Amyloid

A CN L e Acetylcholin
AD e a e e e e e e e e Alzheimer Demenz
ADRDA ... Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association
K S e andere kognitive Stérungen
APOE e Apolipoprotein E
BAPP e B-Amyloid-Precursor-Protein

N TP PPPPPIN Aminosaure
o] o P Basenpaare
(o7 TP Kalziumionen
[CBTi v intrazellulare freie Kalziumionenkonzentration
CCE .o kapazitativer Kalziumioneneinstrom (capacitative calciumy entry
CICR e calcium induced calcium release
I e Kalzium Influx Faktor
13 RSP Diacylglycerol
AMBXini cvvveneiiiiiiiiieie e, Differenz zwischen initialem Maximum und Basalwert
L@ 5 early onset Alzheimer’s Disease
E R e endoplasmatisches Reticulum
GABA e ———————————— y-Amino-Buttersaure

GDS s Global deterioration scale nach Reisberg
B-HIAA e ——————- 5-Hydroxyindolessigsaure
S H T e Serotonin
HICR e IP3 induced calcium release
P S e e e naaaas Inositoltrisphosphat
LK S e ————————— leichte kognitive Stérungen

LOAD e s late onset Alzheimer’s Disease
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Y finales Maximum
1= D TR initiales Maximum
AME-5-HT e aMethyl-Serotonin

NINCDSNational Institute of Neurological and Communicative Disorders amo#es

PBMC ... e peripheral blood mononuclear cells
P H A e e ———————— Phythamagglutinin
PIP, . Phosphatidylinositolbisphosphat
PMCA . .ot plasma membrane Kalzium ATPase
P L e e e s Phospholipase C
[ L O receptor operated Kalzium channel
R R e eeee Ryanodin-Rezeptor
T o TP PP RRPP R PPPRPPPPPP Sekunden
SERCA .. sarco/endoplasmatic reticulum Kalzium ATPase
SK S subjektive kognitive Stérungen
SOCC e store operated Kalzium channel
I U Tetraethylammonium
G e e e e enee e et e s e e b e e b e e e e b e e b e e b e e e e et e e e e e b e e e raas Zeit bei Erreichen des Maximums
LE TSP PPPRPRRRR Zeit bei Erreichen des Minimums
VD vaskulare Demenz
VOCC it voltage operated Kalzium channel

NS e zentrales Nervensystem
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