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Abstract

Im Zentralen Nervensystem regulieren serotonerge Neurone viele wichtige Kérperfunk-
tionen, beispielsweise Emotionen und Schlaf. Dabei leiten sie Reize elektrochemisch
weiter. An den Synapse wird mit dem Neurotransmitter Serotonin von einem Neuron
zum anderen kommuniziert. Das Axon leitet elektrische Impulse vom Zellsoma zu den
prasynaptischen Endungen weiter. Das hierfir notwendige Aktionspotenzial entsteht am
Axonhugel. Veranderungen am Neuron oder Stdérungen im Serotoninkreislauf kénnen
psychische Erkrankungen, wie zum Beispiel Depressionen auslésen. Zur Behandlung
werden dann haufig Antidepressiva eingesetzt. Die Auswirkungen des Serotonin-Wie-
deraufnahmehemmers Escitalopram auf die Neurone wurden getestet. Mit Antikorper-
farbung und Lasermikroskopie wurden die Strukturen der Neurone sichtbar gemacht.
Es wurde eine Verldngerung des AIS und eine geringere Anzahl aktiver Prasynapsen
pro Neuron festgestellt.



Abklirzungsverzeichnis

5-HT Serotonin, 5-Hydroxytryptamin

AIS axon initial segment, Axonhugel

Aktin haufigstes Strukturprotein

ALS amyotrophe Lateralsklerose, degenerative Krankheit des mo-
torischen Nervensystemes

AP Aktionspotential

ASP+ 4-(4-(dimethylamino)styryl)-N-methylpyridiunium, Farbstoff

Basson spezifisches Protein der CAZ

CAZ Cytomatrix an der aktiven Zone

Endozytose Aufnahme von Substanzen in die Zelle

EPSP exzitatorisches postsynaptisches Potential, erregendes Signal

Escit Escitalopram, ein Antidepressivum

Exozytose Abgabe von Substanzen aus der Zelle

SERT Serotoninrlcktransporter

IPSP inhibitorisches postsynaptisches Potential, hemmendes Si-
gnal

NT Neurotransmitter

Piccolo spezifisches Protein der CAZ

PNS Peripheres Nervensystem, alle Neurone auBBerhalb des ZNS

PSD Postsynaptische Dichte

SNARE-Komplex Proteinkomplex an der CAZ

ZNS Zentrales Nervensystem, bestehend aus Gehirn und RU-
ckenmark

SSRI Selektiver Serotoninriicktransportinhibitor

SNRI Serotonin- und Noradrenalinriicktransportinhibitor

VMAT Vesikularer Monoamintransporter

in vitro Vorgénge die nicht in einem lebenden Organismus stattfin-
den, sondern unter kinstlich geschaffenen Bedingungen un-
tersucht werden




1. Einleitung

Das Zentralnervensystem, bestehend aus dem Gehirn und Rickenmark, ist das kom-
plexeste menschliche Organ. Trotz zahlreicher bahnbrechender Erkenntnisse auf dem
Gebiet der Neurowissenschaften in den letzten Jahren, ist noch immer nicht ganz Klar,
wie samtliche Vorgange im menschlichen Gehirn ablaufen. Egal ob wir tiefgriindigen
Gedanken nachhéngen, unsere Arme bewegen oder schlafen, unser Gehirn ist invol-
viert. Durch zahlreiche Krankheiten kann die Funktionsweise des Gehirns beeintrachtigt

werden, was die Lebensqualitat des betroffenen Menschen stark einschranken kann.

Depressionen kdnnen zum Beispiel durch funktionale und anatomische Verdnderungen
von serotonergen Neuronen hervorgerufen werden. Serotonerge Neuronen, die nach
dem Neurotransmitter Serotonin benannt sind, spielen generell im Hinblick auf Emotio-
nen, Hunger, Schlaf und Schmerzen eine entscheidende Rolle. Im folgenden Ab-
schlussbericht der Kooperationsphase am Zentralinstitut flir seelische Gesundheit wird
ihre Funktionsweise im Detail beschrieben und anhand von Forschungsergebnissen er-

klart, wie sich die Behandlung mit Antidepressiva auf sie auswirkt.



2. Zentralinstitut fur Seelische Gesundheit

2.1 Vorstellung des Instituts

Das Kooperationsprojekt wurde am Zentralinstitut fir seelische Gesundheit in Mann-
heim (ZI) durchgeflihrt. Zum ZI gehdren psychiatrische Kliniken die stationdre und am-
bulante Behandlung von Krankheiten bieten. AuBerdem wird Forschung zum Verlauf,

der Entstehung und Behandlung seelischer Erkrankungen betrieben.’

2.2 Konzept Bench to Bedside

Die Forschung am ZI reicht von an Probanden durchgeflhrten Studien Uber genetische
Forschung bis hin zu Versuchen an aus Stammzellen gezlichtete Neuronen, die im
Rahmen des Kooperationsprojektes durchgeflihrt wurden. Dieses breite Spektrum an
Forschungsgebieten und Methoden in Kombination mit Patientenbehandlung an einem
Standort wird auch mit dem Begriff ,,Bench to Bedside“ beschrieben. Grundlagenfor-
schungsergebnisse von der Laborbank kénnen so schnell den Patienten helfen. Es fin-

det ein stetiger Wissensaustausch zwischen den Forschern und Arzten statt.

" https://www.zi-mannheim.de



3. Das menschliche Nervensystem

3.1 Konzept der Reizweiterleitung durch Neurone

Samtlichen Vorgéngen im Zentralnervensystem liegt ein Prinzip zu Grunde. Reize aus
der Umwelt werden durch Sinneszellen aufgenommen, verarbeitet, weitergeleitet und
eine Reaktion, wie zum Beispiel eine Bewegung, folgt. Bei Reflexen ist diese Kopplung
einfach und die Reaktion erfolgt ohne viele Zwischenschritte. Ein sensorisches Neuron
ist also direkt oder uber nur wenige Interneurone mit einem motorischen Neuron ver-
bunden. Es gibt aber auch kompliziertere neuronale Schaltkreise, bei denen auf einen
Reiz entsprechend verschiedener Bedingungen eine bestimmte Reaktion folgt.2 In bei-

den Fallen sind Neurone fur die Reizweiterleitung zustandig. Abbildung 1 zeigt den Auf-

bau dieser hochspezialisierten Zellen.
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Abb. A Aufbau eines Neurons https://www.dasgehirn.info/entdecken/kommunikation-der-zellen/aufbau-

eines-neurons-2907 (bearbeitet)

Neuronen lassen sich grob in drei Teile unterteilen: Zellkbrper, Axon und Dendriten. Im

Zellkérper befinden sich die meisten Zellorganellen, inklusive Zellkern. Die verzweigten

2 vgl. Weber, U. (Hg), 2010, 433.
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Dendriten empfangen Signale von anderen Nervenzellen. Das Axon leitet Signale wei-
ter. 8

Im Zentralnervensystem werden Axone von Oligodendrozyten (Gliazellen) elektrisch
isoliert. 4 Zwischen diesen liegen die Ranvier'schen Schnirringe. Am Ende des Axons
befinden sich Endknépfchen. Die Verbindungsstellen zwischen den Axonenden eines
Neurons und den Dendriten eines anderen Neurons wird Synapse genannt. Am Axon-
higel (AlS, axon initial segment), der an der Verbindungsstelle zwischen Zellkdrper und

Axon liegt, entsteht das Aktionspotenzial, welches vom Axon weitergeleitet wird.

3.2 Funktionsweise von Neuronen

Die Weiterleitung eines Reizes in einer Nervenzelle findet auf elektrochemischer Ebene
statt. Sie lasst sich in drei Abschnitte unterteilen: die Signalubertragung im Soma, die
Reizweiterleitung im Axon und die Informationsibermittiung an der Synapse. Ein Reiz
ist eine Einwirkung auf eine Sinneszelle (z.B. im Auge), die zu einer Veranderung des
Membranpotentials fiihrt. Uberschreitet diese Verdnderung des Membranpotentials ei-
nen bestimmten Schwellenwert, so wird in der nachfolgenden Nervenzelle ein Aktions-
potenzial (AP) ausgel6st. Dies wandert entlang des Axons zu den Synapsen, wo in der
nachsten Nervenzelle ein AP ausgeldst wird. Diese Weiterleitung findet bei afferenten/
sensorischen Nerven bis zum Gehirn, bei efferenten/motorischen Nerven bis zum aus-

fuhrenden Organ, z.B. dem Beinstrecker, statt. 5

Signallubertragung im Soma

Damit ein Aktionspotenzial ausgeldst werden kann, muss das Ruhepotential vorliegen.
Das Ruhepotential ist das Membranpotential des unerregten Axons. Ein Membranpo-
tential ist die elektrische Spannung zwischen zwei Elektrolytidsungen, die durch eine
meist semipermeable Membran voneinander abgegrenzt sind. Das Ruhepotential ent-
steht aufgrund des speziellen Aufbaus der Membran, wie er in Abbildung B zu sehen

ist. 6

8 vgl. Campbell Biology, 2011, 1092.
4 vgl. Spektrum Verlag, 6.06.2017, http://www.spektrum.de/lexikon/neurowissenschaft/gliazellen/4781
5Vgl. Bihlmann et al., 1989, 462 f.

8 Vgl. Loffler et al., 2003, 1062 f.
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Abb. B Aufbau einer Zellmembran http://www.biologie-schule.de/ruhepotential.php

Zu Beginn finden sich auBerhalb der Nervenzelle viele Natrium- und Chlorid-lonen. In-
nerhalb des Axons befinden sich viele Kalium-lonen und groBe Proteinanionen. Die
Membran besteht aus einer lipophilen Phospholipid-Doppelschicht. In dieser befinden
sich verschiedene Transmembranproteine: immer gedffnete K+-Kanale, spannungsab-
héngige Na*- und K+-Kanale und 3Na+-2K+*-lonenpumpen. Mit dem Konzentrationsge-
falle stromt K+ durch die immer offenen K+-Kanale nach auB3en. Dadurch entsteht ein
Ladungsgefalle, wobei das Innere gegeniiber dem AuBeren negativ geladen ist. Es
kénnen nur so viele K+-lonen ausstrdmen, bis das Ladungsgefalle so groB ist, dass das
weitere Ausstromen von K+ verhindert wird (Ladungsgefalle = Konzentrationsgefélle).
Dadurch pendelt sich das Ruhepotential bei ~ - 70 mV ein, wobei diese Werte in der Li-
teratur sehr stark schwanken. Allerdings ist die semipermeable Membran zu einem ge-
wissen Grad fur Na*-lonen durchléssig, dies nennt man Leckstréme. Mit dem Konzen-
trations- und Ladungsgeféalle stromt Na+ in die Zelle, das Zellinnere wird wieder positiver
und es wirde langfristig zu einem Verlust des Membranpotentials (Membranpotential =
0 mV) kommen. Durch die Na+-K+-Pumpe werden aktiv, daher unter Verbrauch von ATP,
gleichzeitig 3 Na*-lonen raus und 2 K+-lonen rein transportiert. Dadurch wird das Zell-

auBere wieder positiver und das Ruhepotential bleibt erhalten. 7

Reizweiterleitung im Axon — Das Aktionspotential

Auf dem Ruhepotential aufbauend kann ein Aktionspotential entstehen. Fir diesen Vor-

gang sind die spannungsgesteuerten Na*- und K+-Kanéle relevant. Verantwortlich fur

7 \Vgl. Silbernagel et al., 1988, 24 ff.
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die Spannungsabhéngigkeit ist die Ladung dieser Kandle. Die lonenkanéle bestehen
aus mehreren Untereinheiten, die nach innen positiv geladen sind. Daher werden diese
bei -70 mV angezogen und verschlieBen den Kanal. Nimmt diese Anziehung ab, ,glei-

ten“ die Untereinheiten in die Membran und die Kanéle 6ffnen sich. 8

Abb. C Aufbau der (geschlossenen) spannungsabhangigen lonenkanéle http://www.u-helmich.de/

bio/neu/1/12/121/1218-lonenkanaele.html

Ein Aktionspotential hat 4 Phasen Depolarisation, Overshoot, Repolarisation und Hy-

perpolarisation. Die Verdnderung des Membranpotentiales ist in Abbildung D zu sehen.
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Abb. D Ablauf eines Aktionspotentiales http://www.medizin-kompakt.de/aktionspotenzial

8 Vgl. http://www.u-helmich.de/bio/neu/1/12/121/1218-lonenkanaele.html (01.07.2017)
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Ein Reiz 6ffnet einige spannungsgesteuerten Na+-Kanéle. Sobald der Na+*-Einstrom den
Schwellenwert von ca. — 40 mV erreicht hat, 6ffnen sich schlagartig viele Na+-Kanale,
sodass ein Aktionspotential ausgeldst wird (Depolarisation). Immer mehr Nat strémt in
die Zelle und das Zellinnere wird bis zu einem Maximum von ~ + 30 mV (Overshoot)
positiver. Da im Axon das Alles-oder-Nichts-Gesetz herrscht, erreicht die Depolarisation
immer die gleiche Héhe. Die Starke des Reizes wird durch die Frequenz der AP codiert
(Frequenzcodierung). Die spannungsgesteuerten Kaliumionenkanale zeichnen sich
durch ihre Tragheit aus. Daher 6ffnen sich diese erst nach ~ 1 ms; zu diesem Zeitpunkt
werden die spannungsgesteuerten Natriumkanale schon wieder von den Inaktivierungs-
toren geschlossen. Inaktivierungstore treten nur bei Na*-Kanélen auf und verursachen
die Refraktarzeit. In der Refraktarzeit (1 — 2 ms) kdnnen die Na*-Kanéle nicht gedffnet
werden — egal wie stark der Reiz ist. Dadurch werden die Frequenz und die Stérke des
Reizes nach oben limitiert. Nun kann kein Na+* einstrdbmen, aber K+ strémt aus und der
Verlust der positiven Ladung macht das Zellinnere wieder negativer als die AuBenseite
(Repolarisation). Trotz vollstandiger Repolarisation bleiben die spannungsgesteuerten
K+-Kanéle noch fur eine kurze Weile gedffnet (trdges Verhalten), weshalb es zu einer
Hyperpolarisation (auch: Nachpolarisation) kommt. AnschlieBend stellt die Nat+-K+-
Pumpe den Ruhezustand wieder her und es kann ein neues AP ausgelOst werden. °

Die oben beschriebene Auslésung des Aktionspotentiales bezieht sich auf eine Stelle im
Axon. Im folgenden Abschnitt wird nun die Weiterleitung des Aktionspotentiales erlau-

tert.

Bei der Reizweiterleitung wird zwischen der Reizweiterleitung im marklosen Neuron
(kontinuierliche Reizweiterleitung) und der Erregungsweiterleitung im markhaltigen Neu-

ron (saltatorische Reizweiterleitung) unterschieden.

9 Vgl. Silbernagel et. al., 1988, 26 f.
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Kontinuieriche Erregungsleitung
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Abb. E Arten der Reizweiterleitung http://www.bioboard.de/topic,4748,-saltatorische-und-kontinuierli-

che-erregungsleitung.html

Das Prinzip ist in beiden Fallen identisch, jedoch ist die saltatorische Reizweiterleitung
mit ~ 100 m/s deutlich schneller als die kontinuierliche Reizweiterleitung (1 m/s). Kommt
es an einer Stelle im Axon zu einer Depolarisation, so drehen sich hier plus und minus
um. Da die Nachbarstellen nicht durch eine Membran abgetrennt sind, verschieben sich
die beweglichen lonen. Im extrazellularen wandern Na*-lonen von den Nachbarstellen
in die negativ geladene, depolarisierte Stellen; im Zellinneren strémen K+-lonen in die
Nachbarstellen. Hierdurch werden die Nachbarstellen depolarisiert und diese erreicht
im Optimalfall den Schwellenwert. Dadurch wird dort ein AP ausgel6st und der oben be-
schriebene Vorgang lauft erneut ab. Die vorherige Stelle erreicht wieder ihr Ruhepoten-
tial und kann erneut angeregt werden. Obwohl beide Seiten der depolarisierten Stelle
angeregt werden, wird nur Richtung Synapse ein AP ausgelést. Dies liegt an der Re-
fraktarzeit der spannungsgesteuerten Nat-Kanéle. Da fir 1 — 2 ms kein AP ausgeldst
werden kann (Na* kann nicht einstrémen), wird somit ein AP nur in Richtungen der
Synapse entsandt. Die Erregungsweiterleitung im Axon mit Myelinscheide funktioniert
im Prinzip genauso wie ohne Myelinscheide. Der einzige Unterschied ist, dass AP nur
bei den Ranvierschen” Schnurringen entstehen kénnen. Dadurch wird das AP schneller

weitergeleitet. 10

Von Neuron zu Neuron - Die Synapse
In den Neurowissenschaften ist das neuronale Netzwerk, ein abgegrenzter Teil des

Nervensystems, von groBer Bedeutung. Zwischen den einzelnen Nervenzellen gibt es

10 Silbernagel et al., 1988, 28 f.
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Abb. F Aufbau einer Synapse http://dsmorus.cl/Der_GIBerater/einheit10.htm (bearbeitet)

Verbindungsstellen. Hier wird das Signal von den Enden des Axons des vorherigen
Neurons auf die Dendriten oder das Soma des Néachsten Ubertragen. Das elektrische
Signal gelangt an die Verbindungsstelle, wird chemisch Ubertragen und anschlieBend

wieder elektrisch weitergeleitet. Diese Verknlpfungsstelle nennt man Synapse.

Eine Synapse besteht aus der Prasynapse, der Postsynapse und dem synaptischen
Spalt.

Gelangt ein Aktionspotential vom Axon ausgehend an das synaptische Endblaschen,
wird diese Region des Neurons depolarisiert. Die Depolarisation fiihrt zu einer Offnung
der spannungsabhéngigen Ca2+-Kanéle. Calcium-lonen strémen mit dem Konzentrati-
onsgefalle in die Zelle und l6sen die Exocytose der Vesikel an der aktiven Zone der
prasynaptischen Membran aus. Neurotransmitter werden in den synaptischen Spalt
freigegeben. Damit die Exocytose zur richtigen Zeit am richtigen Ort stattfinden kann,
gibt es die s.g. Cytomatrix der aktiven Zone (CAZ). Diese besteht aus verschiedenen
Proteinen, wie beispielsweise Aktin, Basson und Piccolo, die in gr6Beren Mengen nur in
der Synapse vorkommen. Dies kann man sich beispielsweise beim Farben von Neuro-

nen zu Nutze machen. Des Weiteren besteht die CAZ aus dem SNARE-Komplex, wel-

1 Vgl. Biihimann et al., 1989, 467 f.
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cher im Wesentlichen aus drei verschiedenen Proteinen besteht. Ist dieser nicht mehr
funktionsféhig, weil die Proteine z.B. durch Botulinumtoxin denaturiert wurden, kénnen
die Neurotransmitter nicht in den synaptischen Spalt freigesetzt werden. Wird an den
Synapsen der efferenten Neurone zu wenig, so kommt es zu L&hmungserscheinungen;

wird zu viel Ubertragen, kommt es zu Krampfen. 12

Nachdem die NT durch den etwa 15 nm breiten synaptischen Spalt diffundiert sind, ge-
langen sie an die postsynaptische Dichte (PSD). Die Menge an Neurotransmitter ent-
scheidet Uber die Starke des Reizes, man spricht von einer Amplitudencodierung. An
der PSD setzten sich die Neurotransmitter an die ligandengesteuerten lonen-Kanéle
der postsynaptischen Membran. Diese 6ffnen sich dadurch und die entsprechenden lo-
nen strdbmen in die postsynaptische Zelle. Dabei handelt es sich entweder um Na+ und
K+ oder um CI-, die in der Postsynapse eine Depolarisation (exzitatorisches postsynap-
tisches Potential, EPSP) bzw. eine Hyperpolarisation (inhibitorisches postsynaptisches
Potential, IPSP) auslésen. AnschlieBend I6sen sich die Neurotransmitter von den lonen-

Kanélen und werden in die Prasynapse mittels Endocytose aufgenommen. 13
Durchs Soma zur Steuerung und weiter geht’s — das AIS

Die Synapsen der vorherigen Neurone I6sen in der Membran (am Dendrit oder Soma)
der folgenden Nervenzelle eine Depolarisation (EPSP) oder eine Hyperpolarisation
(IPSP) aus. Von der Entstehungsstelle ausgehend wandern die postsynaptischen Po-

tentiale in alle Richtungen, unter anderem auch zum Axonhugel (AIS). 14

12 \/gl. Léffler et al., 2003, 1065 ff.
13 Vgl. Bihlmann et al., 1989, 467 f.

14 Ders., 468 f.
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Abb. G Summation von Signalen am Axonhiigel http://slideplayer.com/slide/4879074/ (bearbeitet)
Dieser Abschnitt der Reizweiterleitung ist amplitudencodiert, wobei die Amplitude immer

weiter abschwécht. Der Axonhlgel wandelt die Amplitudencodierung in eine Frequenz-
codierung um, daher ist dort auch eine erhéhte Dichte an Na+-lonenkanalen feststellbar.
Daher haben Synapsen, die ndher am folgenden Axonhugel liegen, héheres Gewicht,
als Synapsen, die an den Enden der Dendriten lokalisiert sind. Am AIS werden die ein-
laufenden Potentiale verrechnet (Summation). Erst wenn der Axonhlgel von mehreren
Signalen depolarisiert wird, Uberschreitet diese den Schwellenwert (ca. — 40 mV) und

ein AP wird ausgelst. 15

B
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Gesamt-postsynaptisches
Potential (mV)

Abb. H Umwandlung von Amplituden- in Frequenzcodierung am Axonhiigel http://bio1152.nicerwe-

b.com/Locked/media/ch48/summation.html

Man unterscheidet bei der Summation zwischen zeitlicher und raumlicher Summation.

Bei ersterer werden viele kurz hintereinander ankommende (starke) AP von einer Syn-

15 Vgl. Silbernagel et al., 1988, 30.
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apse addiert, bei letzterer werden die gleichzeitig ankommenden Aktionspotentiale an
verschiedenen Synapsen verrechnet. Die Synapsen sind entweder erregend (Depolari-
sation) oder hemmend (Hyperpolarisation). In einer realen Zelle werden erregende und
hemmende Synapsen gleichzeitig raumlich und zeitlich summiert. Erreicht die Depolari-
sation den Schwellenwert, wird im folgenden Axon ein Aktionspotential ausgel6st. Un-
terschiedliche Starken von Reizen werden durch die relative Refraktérzeit ermdglicht.
Der Schwellenwert hat zu Beginn einen festen Wert. Nachdem ein AP durch eine Depo-
larisation der Zelle ausgeldst wurde, befinden sich die Na*-Kanéle in der absoluten Re-
fraktarzeit. AnschlieBend ist der Schwellenwert sehr hoch und sinkt langsam wieder ab
(relative Refraktarzeit). Ist der Schwellenwert gleich der Depolarisation wird ein neues
Aktionspotential ausgeldst. Ist die Depolarisation hoch (starker Reiz), erreicht der
Schwellenwert die Depolarisation schneller, es wird friiher ein AP ausgeldst, die Fre-

quenz ist héher und damit der Reiz starker. 16

3.3 Neurotransmitter

Die bereits genannten Neurotransmitter (NT) sind Botenstoffe, die ein Signal von einem
Neuron auf ein anderes Ubertragen. Ein Neurotransmitter muss folgende Kriterien erful-
len: Er muss in der Prasynapse synthetisiert werden, dort (genauer: im Axon) nach-
weisbar sein und aus dieser freigesetzt werden kénnen. Zudem missen sich Rezepto-
ren flur dieses Molekil an der Pra- und Postsynapse befinden. Ein Neurotransmitter
muss einen Reiz auslésen (auch bei direkter Applikation) und gehemmt / inaktiviert

werden kénnen. 17

Nahezu alle NT werden in ihrer Gesamtheit in die présynaptische Zelle aufgenommen.
Lediglich Acetylcholin wird in das Acetat und das Cholin aufgespalten und getrennt auf-
genommen. In der folgenden Tabelle sind die wichtigsten Neurotransmitter, ihr Wir-

kungsort und ihre Wirkung aufgefihrt.

16 \Vgl. Biihimann et al., 1989, 468 ff.

17 Loffler et. al., 2003, 1065 ff.
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Tab. 1 Ubersicht von wichtigen Neurotransmittern 18

Neurotransmitter Vorkommen Wirkung auf die Postsynapse
Acetylcholin ZNS und PNS meist erregend
Dopamin ZNS meist hemmend
(Nor)adrenalin ZNS erregend und hemmend
Serotonin ZNS (und PNS) erregend und hemmend
y-Aminobuttersdure (GABA) | ZNS hemmend

Serotonin

Der Schwerpunkt des Praktikums lag auf serotonergen Nervenzellen im zentralen Ner-
vensystem. Serotonerge Neurone verwenden als Neurotransmitter das biogene Amin

Serotonin mit der Summenformel C10H12N20. 19

HO

HN NH,

Abb. | Strukturformel Serotonin https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:Serotonin_(5-HT).svg

Serotonin, auch 5-HT (5-Hydroxytryptamin) genannt, wird aus der Aminosaure Trypto-
phan in den enterochromaffinen Zellen der Darmmukosa und im Gehirn gebildet, da es
die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann. Serotonin beeinflusst im Gehirn die
Schmerzempfindung, die Thermoregulation, die Gedachtnisleistung, Aggression und
Angst, das Schlaf-, Ess- und Sexualverhalten und viele weitere emotionale Prozesse.

Serotonin wirkt entweder als Hormon oder Neurotransmitter. Grundsétzlich funktioniert

18 \/gl. http://www.gehirnlernen.de/gehirn/neurotransmitter-und-inre-bahnen/ (01.07.2017)

19 Vgl. Loffler et. al., 2003, 1071 f.
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es wie andere Neurotransmitter auch, jedoch wird der Serotoninkreislauf durch einige

spezielle Eigenschaften charakterisiert. 20

Gelangt ein Aktionspotential an das synaptische Endblaschen, flhrt dies zur Exocytose
der Vesikel. Das AP lasst sich im Labor durch einen s.g. Agonisten simulieren, der an
einen 5-HT-Rezeptor dockt. Dieser sendet ein Signal aus und aktiviert so die Neuro-
transmission. Serotonin wird in den synaptischen Spalt freigegeben. Serotonin setzt
sich nun an die lonenkanéle der PSD und wird anschlieBend zurtick transportiert. Die-
ser Rucktransport geschieht mittels Serotoninricktransportern (SERT). Diese senden
nach einer gewissen Zeit ein ,Feierabendsignal“ an die Prasynapse, sodass die Neuro-

transmission beendet wird.

20 \gl. Loffler et. al., 2003, 1071 f.
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4. Methodik

Im folgenden Teil werden die Arbeitstechniken, die fur die Versuche im Praktikum not-
wendig waren, kurz beschrieben. Wichtig ist hierbei — wie bei nahezu allen Laborarbei-

ten — sauberes und sicheres Arbeiten und eine gute Dokumentation.

4.1 Aufbewahrung, Zichtung und Arbeit mit Zellen

Nachdem die pluripotenten Stammzellen durch Zugabe von verschiedenen chemischen
Substanzen zur Differenzierung und zum Wachstum angeregt worden sind, wachsen
diese im Zellmedium. Dieser Vorgang findet im Inkubator, bei etwa 38°C, statt und dau-
ert ungefédhr 3 Wochen. In dieser Zeit bildet sich ein mehr oder weniger komplexes
Netzwerk aus, das einem in vivo entstandenen Netzwerk entspricht. Die Anzahl der Zel-
len pro Milliliter ist unabh&ngig von der ausgebildeten Netzwerkstruktur und betragt
durchschnittlich etwa 2 000 000 Zellen. AnschlieBend kénnen die Zellen im Eisschrank
theoretisch fast unendlich Gberleben, bis sie fur Versuche bendtigt werden. Diese Auf-

bewahrung findet bei — 84°C in einem Labor der Sicherheitsstufe 2 statt.

Abb. J Aufbewahrung der Zellen

Bei der Arbeit mit Zellkulturen ist auf stetiges saubere und steriles Arbeiten groBen Wert
zu legen. Da unsterile Zellen meist bald absterben, findet das Anlegen der Zellkultur un-
ter einer Glasscheibe und mit Handschuhen und Kittel statt. Die meisten von uns ver-
wendeten Substanzen sind flr den Menschen als eher ungeféhrlich einzustufen, jedoch

wurde fir das Fixieren der Zellen der kanzerogene Stoff Paraformaldehyd verwendet.
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Um die Zellen nicht weiter zu schadigen und bei Farbungen Farbuberreste zu entfer-
nen, sind jene nach der Farbung oder Fixation mit Paraformaldehyd abzuwaschen. Dies

geschieht mit einem Phosphatpuffer (PBS).

4.2 Mauseneurone und humane Neurone

FUr mikroskopische Versuche im neurowissenschaftlichen Bereich verwendet man
entweder Mauseneurone oder humane Neurone. M&duseneurone sind anatomisch und
physiologisch &hnlich zu den Neuronen des Menschen, jedoch deutlich glnstiger und
in einfacher in groBeren Mengen herzustellen. Sie werden aus Stammzellen differen-
ziert und anschlieBend weiter reifen gelassen (z.B. Ausbildung des Axons und Verkur-
zung des Axonhigels). Diese eigenen sich gut fur Vor- und grundlegende Versuche, die
der ersten Ergebnissicherung dienen. Fur den endgultigen Nachweis und sehr speziali-
sierte Versuche werden jedoch humane Neurone benétigt. Zur Herstellung humaner
Nervenzellen verwendet man verstandlicherweise weder die Stammzellen aus bspw.
Nabelschnurblut noch Nervenzellen von Probanden, sondern Iasst Haut- oder Blutzel-
len der Probanden redifferenzieren und verféhrt anschlieBend wie mit Mauseneuronen.
Das Verfahren der Redifferenzierung lasst sich jedoch nicht im klinischen Rahmen um-

setzten, da die hierfir bendtigten Stoffe kanzerogen sind.

4.3 Farbung von Zellen

Um Zellen und ihre Bestandteile unter dem Mikroskop sichtbar zu machen, werden
verschiedene Farbemethoden angewandt. Farbstoffe kdnnen genutzt werden, um
Vesikel oder bestimmte Proteine zu farben.

Farbstoffe, die durch Endozytose in die Zelle aufgenommen werden, kénnen dazu ge-
nutzt werden, die Aufnahme und Abgabe von Serotonin zu untersuchen. Hierflir kann
beispielsweise das fluoreszierende Molekll ASP+ verwendet werden. Es wird durch
SERT in die Zelle aufgenommen und ist daher besonders gut fur die Untersuchung der
Funktionsweise von SERT geeignet. Um die Freisetzung von Neurotransmitter zu un-
tersuchen ist FFN511, ein Fluorescent False Neurotransmitter der mit Hilfe des Mem-

branproteins vVMAT2 in Vesikeln aufgenommen wird, besser geeignet. 2

21 Journal of Neuroscience Methods: ,Visualization of neurotransmitter uptake and release in
serotonergic neurons® von Thorsten Lau, Verena Proissl, Janina Ziegler, Patrick Schloss
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Zur Bearbeitung der Forschungsfrage wurde hauptsachlich die indirekte Antikérperfar-
bung von Proteinen eingesetzt. Hierbei bindet ein primérer Antikérper an ein Protein.
Ein sekundérer Antikdrper, der mit einem Farbstoff verbunden ist bindet dann an den
primaren Antikdrper.

Zur Betrachtung der gesamten Zellstruktur und von neuronalen Netzwerken wurde eine
Tud1 Farbung durchgefihrt. Dieser von Mausen gewonnene Antikérper bindet beta-tu-
bulin, welches Teil des Cytoskelettes der Neurone ist. 22

Um einzelne Zellteile zu farben, werden Antikérper genutzt, die spezifisch fir ein Prote-
in sind, das vermehrt in dem jeweiligen Teil der Zelle vorkommt. Um beispielsweise die
Position und Lénge des AIS sichtbar zu machen, werden Antikdrper verwendet, die

sich an das dort vorkommende ankyrin-G binden.

D W

Abb. K Veranschaulichung der indirekten Antikdrperfarbung

https://www.bioinf.uni-leipzig.de/Leere/PRAKTIKUM/Protokolle/SS04/1/einfuehrung.html

4.4 Lasermikroskopie

Fir die Aufnahmen der Zellen wird standartmé&Big ein confocales Lasermikroskop (bei-
spielsweise das Leica TCS SP5 Il) verwendet, um die fluoreszenzgefarbten Zellen zu
betrachten. Hierbei rastert ein Laser die Probe ab und erstellt hierdurch ein genaues

Bild des ausgewahlten Bereiches.

22 http://www.neuromics.com/ittrium/visit/A1x66x1y1x85b1x1x9-
cy1x6217x1x96y1x581x1x82y1x5d1x1x7f
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Abb. L Das Leica TCS SP5 1l)

https://forschungsinfrastruktur.omwfw.gv.at/de/fi/lkonfokalsystem-leica-tcs-sp5-ii-leica_1931
Um eine bessere Bildqualitédt zu erreichen und Totalreflexion durch denn zu unter-
schiedlichen Brechungsindex von Luft und Glas zu vermeiden, wird vor der Messung
auf die Probe ein s.g. Immersionsdl aufgetragen. Die Aufnahme erfolgt haufig in 63-fa-
cher VergroBerung und auf 3 Kanalen gleichzeitig. Dies bedeutet, dass 3 verschiedene
Laser mit je einer verschiedenen Wellenldnge die Probe scannen, die Fluoreszenzfarb-
stoffe anregen und diese fluoreszieren. Die Aufnahme auf 3 Kanélen gleichzeitig er-
moglicht, dass verschiedene Strukturen abgebildet werden kdénnen. Ein klassisches
Beispiel hierfur wird in im folgenden Absatz beschrieben. Auch wenn die Neurone auf
flachen Zelltrdgern aufgebracht sind, handelt es sich um 3-dimensionale Strukturen.
Wiirde man mit dem Mikroskop immer genau eine Ebene aufnehmen, so wurden viele
Informationen verloren gehen und ein Uberblick tber ein Netzwerk oder sogar eine ein-
zelne Zelle ware nicht gegeben. Neben der Steuerung in x- und y-Richtung zur Auswahl
des richtigen Bildausschnittes, kann man daher auch die z-Ebene einstellen. Nach
Festlegung eines oberen und unteren Grenzwertes (jeweils bis kaum noch etwas zu er-
kennen ist) und der Anzahl der Schichten (meist ungefédhr 25), nimmt das Mikroskop
nun die Probe Schicht far Schicht auf und flgt diese zu einem Film zusammen. Aller-
dings kann man nicht beliebig viele Aufnahmen von der gleichen Zellkultur machen.
Das Licht bleicht die Farbstoffe aus und vor allem bei sehr stark vergroBerten Aufnah-

men ist die Farbung teils schon nach 1-2 Aufnahmen nicht mehr verwendbar.
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4.5 Bildbearbeitung und Auswertung

Nachdem die Aufnahmen gemacht wurden, missen diese am PC nachbearbeitet wer-
den. Dazu verwendeten wir das Programm Imaged. Zun&chst werden die im Film dar-
gestellte Schichten (Aufnahmen 1-9) Ubereinander projiziert und als Stapel (Aufnahme

10) dargestellt.

1.. 2.. 3.

Abb. M Bilder einzelner Schichten und des gesamten Stapels

Es entsteht ein scheinbar 3-dimensionales Bild, das die Struktur des jeweiligen Bildaus-
schnittes widerspiegelt. AnschlieBend wird, wenn nétig, die Helligkeit und der Kontrast
eingestellt. Bei der Farbung kommt der gesamte Zelltrager in Kontakt mit dem Férbe-
mittel, sodass trotz anschlieBendem Abwaschen der Probe ein wenig Farbung vorhan-
den bleibt. Diese zeigt sich in der Aufnahme als Hintergrundrauschen in Form von klei-

nen Punkten. Dies kann mit der Funktion ,Substract background“ behoben werden.
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Nach der anschlieBenden fakultativen Neufarbung der einzelnen Kanéle ist die Auf-
nahme fertig. Nun kann, je nach Verwendungszweck, eine Skala (meist) eingefligt wer-
den, die Vesikel gezahlt werden (vgl. Kapitel 6.3) oder verschiedene Langen (z.B. Lan-
ge des AIS oder der Abstand vom Soma zum AIS), mithilfe vom ImageJ gemessen wer-

den.
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5. Hintergrund

5.1 Probleme im Serotoninkreislauf fiihren zu Erkrankungen

Aus verschiedenen Grinden kann es passieren, dass zu wenig Neurotransmitter im
synaptischen Spalt ist. Ursachen kénnten beispielsweise ein zu geringe Ausschittung
oder eine zu schnelle Wiederaufnahme sein. Durch eine zu geringe Konzentration an
NT im synaptischen Spalt, kommt es zu einer verringerten Reizweiterleitung und der
Neurotransmitterkreislauf wird gestort. Passiert dies bei serotonergen Neuronen, d.h. es
ist zu wenig Serotonin im synaptischen Spalt, kénnen Depressionen ausgeldst werden.

Wie man die Synapse ,heilt“ wird in Abschnitt 5.3 beschrieben.

5.2 Teufelskreislauf der Neurone
In der Neurobiologie und Psychiatrie stellt man sich das neuronale Netzwerk héufig
vereinfacht als Kreislauf von zwei Neuronen vor. Hierbei lauft der Reiz in einem Kreis-
lauf immer wieder durch die beiden Neurone. Selbstverstandlich kann dieses System
beliebig ausgeweitet werden und dient lediglich als absolute Vereinfachung eines neu-

ronalen Netzwerkes.

Abb. N Kreislauf aus Neuronen https://online.science.psu.edu/bisc004_activewd001/node/1907 (bear-
beitet)

Abb. O schwach ausgebildetes neuronales Netzwerk eigene Aufnahme
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In den letzten Jahren wurde herausgefunden, dass Neurone die Starke des AP, welches
sie aussenden, selbst regulieren kdnnen. Dies nennt sich ,synaptic scaling“ oder auch
»Synaptische Plastizitat“. Regulieren Neurone nun aktiv die Starke des Aktionspotentia-
les, so wird die nachfolgende Nervenzelle starker/schwécher angeregt. Diese kann den
Reiz ebenfalls verstarken/schwéchen. Die Anpassung findet in erster Linie am AlS statt.
Wie oben beschrieben schwéacht ein langer Weg im Axon die Amplitudenh6he und da-
mit die H6he des Reizes ab. Ist der ankommende Reiz sehr stark, dann verschiebt sich
das AIS in Richtung Synapse, der Weg wird langer und das Signal abgeschwécht. Ist
der ankommende Reiz nur sehr schwach und es wirde kein AP ausgel6st werden, so
verschiebt sich das AIS in Richtung Soma, der Weg wird kirzer und der am Axonhugel
ankommende Reiz starker. Diese Verschiebung ist mittelfristig und reversibel und fihrt
daher nicht zu einer spontanen Anpassung, die eine Unterscheidung der Reizstarke
unmoglich machen wirde, sondern lediglich zu einer Anpassung bei langerfristigen
starken/schwachen Reizen. Im Normalfall befindet sich das AIS 20-30 ym vom Soma
entfernt. Diese Messergebnisse kénnen stark voneinander abweichen, da der Beginn
des Somas nicht eindeutig definierbar ist. Daher gibt es mittlerweile die Theorie, dass
bei zu wenig Input sich das AIS dem Soma annahert und bei starkem Input vom Soma
entfernt. Hierbei handelt es sich jedoch nur um eine Theorie, die bis dato nicht bewie-
sen wurde. Bei anderen Neuronen wird sichtbar, dass sich das AIS bei héheren Seroto-
ninkonzentrationen bis auf 10 ym dem Soma annéhert, und bei fehlendem Serotonin
bis aus 50 ym entfernt. Dieses Prinzip wirkt auch auf die beiden Nervenzellen des oben
beschriebenen Kreislaufes aus. Erhélt eines dieser beiden Neurone einen starken Reiz,
verschiebt sich das AIS nach hinten und der Output an der Synapse zum zweiten Neu-
ron wird geringer. Bei dieser Simulation wird davon ausgegangen, dass lediglich ein
Neuron seinen Axonhugel verschiebt. Da der Input beim zweiten Neuron nun geringer
ist, ist auch der Output geringer. Dadurch ist die Starke des Reizes bei dem urspringli-
chen deutlich vermindert und das AIS verschiebt sich wieder in Richtung Soma. Nun
beginnt dieser Kreislauf mit einem zu schwachen Reiz, lauft aber ebenfalls durch das
Axon zur Synapse, durch das Soma des zweiten Neurons, durch dessen AIS und Axon

und durch die Synapse wieder ins Soma der ersten Nervenzelle.

Die gleiche Wirkung zeigt sich bei der Ldngenveranderung des AlS. Ist das AIS kirzer,
ist es schwerer ein AP auszuldsen, als bei einem langen AIS. Diese Interaktion findet
auch im menschlichen Gehirn statt und ist fur die Impulskontrolle mitverantwortlich.

Wenn es hierbei zu Stérungen oder Fehlern kommt, ist eine Entstehung von psychiatri-
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schen Krankheitsbildern, wie bspw. Schizophrenie, wahrscheinlicher. Diese Krankheit
ist wie die spéater noch betrachteten Krankheiten, nicht mit ALS oder Alzheimer gleich-
zusetzen. Ursache bei ersteren Krankheiten sind Funktionsstérungen und anatomische
Veranderungen, wohingegen ALS durch eine Degeneration von motorischen Neuronen

ausgeldst wird.

Auch Stérungen in der Synapse kénnen einen Menschen krankmachen. Neben Stérun-
gen der motorischen Neurone, die zu LAhmungen oder Krampfen fuhrt, fuhrt eine feh-
lerhafte Ubertragung bei serotonergen Neuronen im Gehirn zu psychischen Krankhei-
ten, wie Depression, Angststdrungen oder auch Zwangserkrankungen. Serotonerge
Nervenzellen beeinflussen unter anderem die Stimmung, daher flhrt zu wenig Seroto-
nin zu Depressionen und zu viel Serotonin zu Halluzinationen, Desorientiertheit, Ruhe-
losigkeit und Verwirrtheit. Letzteres wird mit dem Begriff ,Serotonin-Syndrom*“ zusam-
mengefasst. Durch zu wenig Serotonin im synaptischen Spalt, wird die nachfolgende

Zelle nur vermindert angeregt. 23

Eine Depression ist eine psychische Stérung, die sich primér durch gedrickte Stim-
mung auszeichnet, und gehort der Gruppe der affektiven Erkrankungen an. Sie wird
durch den Schllissel F32 gemaB ICD-10 codiert. 24 Bei einer typischen Episode leidet
der Betroffene unter verminderter Auspragung von Antrieb, Aktivitdt, Konzentration,
Freude, Appetit und Interesse. Weitere charakteristische Merkmale einer Depression
sind stark vermindertes Selbstwertgefihl und -vertrauen und Schuldgefiihle oder Wert-
losigkeitsgedanken. Dies resultiert in schweren Féllen in Selbstverletzung, Suizidversu-

chen oder Suiziden. 25

5.3 Antidepressiva zur Behandlung

Neben Psychotherapie und weiteren Methoden (z.B. Wach- und Lichttherapie), muss in
schwerwiegenderen Fallen eine medikamentése Behandlung erfolgen. Um die Ursache

zu beheben, muss das Medikament, das Antidepressivum, in den oben beschriebenen

23 Vgl. http://drugscouts.de/ (29.06.2017)
24 Vgl. http://www.icd-code.de/ icd/code/F32.2.html, 29.06.2017

25 \V/gl. Neundorfer et al., 1996, 318 ff.
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Serotoninkreislauf eingreifen. Die einfachste Methode hierzu ist es, die Wiederaufnah-
me in die Prasynapse zu verlangsamen. Hierzu muss das Medikament die Serotonin-
ricktransporter blockieren. Dadurch verbleibt 5-HT im synaptischen Spalt, auch wenn
die Neurotransmission bereits beendet ist. Dies fuhrt zu einer verstéarkten Reizweiterlei-
tung und eine Aufbesserung der Stimmung und eine Linderung der Symptome ist zu
erwarten. Diese Untergruppe der Antidepressiva nennt man selektive Serotonin-Wie-
deraufnahmehemmer oder selektive Serotonin-Rucktransportinhibitoren (SSRI). Diese
hemmen nur die SERTs einer Zelle und erhéhen hierdurch die 5-HAT-Konzentration in
der Gewebsflissigkeit des Gehirns. Ahnliche Wirkung haben einige Drogen, wie bspw.
Lysergséaurediethylamid (LSD) und 3,4-methylenedioxy-methamphetamine (MDMA /
Ecstasy), sodass diese zu dem oben erwahnten Serotonin-Syndrom fihren, welches
lebensbedrohlich sein kann. In der neuen Medizin wird LSD teilweise zur Akutbehand-
lung von schwergradigen Depressionen verwendet, da es sich durch seine kurzfristige
Wirkung auszeichnet. Altere Antidepressiva wie Citalopram benétigen bis zum Wirkein-
tritt 4-5 Wochen; neuere Medikamente, wie Escitalopram lediglich ungeféhr zwei Wo-
chen. Dennoch ist auch nach 3 Wochen keine Wirkung sichergestellt. In der Praxis be-
deutet dies flr einige Patienten monatelanges Suchen nach einem wirksamen Medika-

ment. 26

Personalisierte Medizin

In der Forschung versucht man aktuell eine Testplatte flr Antidepressiva zu entwickeln.
Auf dieser werden Neurone des Menschen, die aus dessen Haut oder Blut gewonnen
werden, mit den verschiedenen Antidepressiva versetzt und anschlieBend mikrosko-
pisch untersucht, sodass das optimale Antidepressivum fir den Betroffenen schneller
gefunden wird. Diese Entwicklung nennt man personalisierte Medizin und sie ist in na-

hezu allen Teilbereichen der Medizin zu finden.

Escitalopram

Escitalopram, gemaB IUPAC (S)-1-(3-Dimethylaminopropyl) -1-(4-fluorphenyl)-1,3-dihy-
dro-2-benzofuran-5-carbonitril, ist ein Medikament der Wirkstoffklasse Antidepressivum
und wirkt als SSRI. 27

26 Vgl. http://drugscouts.de/ (29.06.2017)
27\V/gl. https://www.fachinfo.de/pdf/005936 (29.06.2017)
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Abb. P Strukturformel von Escitalopram https://de.wikipedia.org/wiki/Escitalopram

Escitalopram wird u.a. zur Behandlung von Depressionen, Panik- und Zwangsstorun-
gen und generalisierten Angststérungen verwendet. Escitalopram ist das linksdrehende
Enantiomer des Racemates Citalopram. Citalopram zeichnet sich durch seine bessere
und schnellere Wirkung gegeniber anderen SSRIs und SNRIs aus, jedoch treten wie
bei anderen (glnstigeren) Medikamenten haufige und starke Nebenwirkungen, wie

Ubelkeit und Schwindel, auf. 28

5.4 Untersuchung von Patienten mit Neuroimaging-Techniken

Mit in vitro produzierten Neuronen und den zuvor beschriebenen Techniken ist eine sehr
genaue Analyse der Vorgéange in den Zellen und der Reaktion auf Behandlungen mdg-
lich. So genau lassen sich die Reizweiterleitungsvorgange in Patienten nicht untersu-
chen. Mit Hilfe von Neuroimaging lassen sich aber dennoch Erkenntnisse uber die Ge-
hirnaktivitdt und den Gesundheitszustand von Patienten oder Probanden bei Studien
gewinnen.

Besonders geeignet ist hierfur die Magnetresonanztomographie. Das wichtigste Bauteil
von Magnetresonanztomographen ist ein kreisférmiger Elektromagnet, in welchem sich
wéahrend der Messung das zu untersuchende Korperteil des Patienten befindet. Das
MRT basiert auf dem Prinzip des Kernspinresonanzverhaltens von Wasserstoff. Unter
Einfluss des erzeugten Magnetfeldes richten sich die Protonen des Wasserstoffes aus.
Durch Hochfrequenzimpulse werden sie wieder aus dieser Ausrichtung ausgelenkt. An-

hand der Signale, die nach der Auslenkung ausgesendet werden, lassen sich dann

28 \/gl. https://www.fachinfo.de/pdf/005936 (29.06.2017)
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Ruckschlisse auf die Umgebung der Protonen ziehen. 2° Der Computer setzt aus den
Messwerten ein Bild zusammen, auf dem die Struktur des Gehirn gut zu erkennen ist.
Es lassen sich auch Gehirnaktividten verbildlichen. Somit ist es Arzten und Wissen-

schaftlern mdéglich zu untersuchen, welche Gehirnareale bei bestimmten Tatigkeiten

besonders aktiv sind.

Parietallappen

Frontallappen

Temporallappen

Abb. Q MRT-Bild eines menschlichen Gehirns (https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/36
MRI_head_side.jpg);
Abb. R Aufbau des Gehirns (http://www.lernpsychologie.net/gehirn/aufbau-des-gehirns)

Man unterteilt das Gehirn in 3 Bereiche: GroBhirn, Kleinhirn, Hirnstamm und Zwischen-
hirn. Das GroBhirn (Cerebrum) ist der gréBte Abschnitt. Es besteht wiederum aus zwei
Halften, die Uber den aus etwa 200 Millionen Axonen aufgebauten Corpus Callosum
verbunden sind. 30 Auf beiden Seiten werden zuséatzlich noch verschiedene Lappen
voneinander unterschieden. Im Frontallappen befinden sich Zentren flir Entscheidungs-
findung, Planung und Kontrolle der Skelettmuskeln. Der Partiallappen ist fur den Tast-
sinn von groBer Bedeutung und der Okzipitallappen verwertet und kombiniert Bilder, um
beispielsweise Objekte zu erkennen. Im Temporallappen befindet sich der auditive Cor-

tex.

29 http://www.spektrum.de/lexikon/neurowissenschaft/kernspinresonanztomographie/6450 24.06.2017

30 http://www.spektrum.de/lexikon/biologie/balken/6967
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Das Kleinhirn (Cerebellum) koordiniert Bewegungen und Gleichgewicht. Es wertet In-
formationen Uber die Position von Gelenken, Lange von Muskeln, auditive und visuelle
Reize aus und ist so zum Beispiel fur Hand-Auge Koordination zustandig.3!

Nerven vom Rickenmark in das Gehirn fihren durch den Hirnstamm. Lebenswichtige
Kérperfunktionen, wie zum Beispiel Atmung und Herzschlag, werden hier ebenfalls ge-
steuert.

Das Zwischenhirn ist die zentrale Sammelstelle flir Sinnesinformationen, steuert eben-

falls Kérperfunktionen und ist mit dem Hormonsystem verknupft. 32

Am Z| wird Neuroimaging sowohl im angeschlossenem Klinikum, als auch von For-
schungsgruppen genutzt. In der PEZ-Studie des psychoepidemiologischen Zentrums
wird untersucht, welche Faktoren besonders entscheidend flrr die psychologische Ge-
sundheit von Menschen sind. Hierzu werden die Umgebungsbedingungen, genetische
und epigenetische Faktoren, Persdnlichkeit der Probanden und Stressoren im Alltag be-
trachtet. Zufallig angeschrieben 7- bis 27-Jéhrige aus der Rhein-Neckar Region werden
um ihre Teilnahme an der Studie gebeten.33 Bevor sie zum MRT am ZI kommen, wer-
den bereits viele Informationen Uber sie gesammelt. In einer App tragen die Probanden
in der Woche vor der Messung ihre Stimmung ein. Psychologen flhren einen Person-
lichkeits- und einen Intelligenztest durch. Daten Uber Drogenkonsum, Wohnort auf dem
Land oder in der Stadt, soziale Kontakte, Sportaktivitdten und besondere Lebensereig-
nisse werden ebenfalls gesammelt. Es wird auch Blut abgenommen und mit einer
Haarprobe kénnen die Gene untersucht werden.

Waéhrend des MRT werden den Probanden dann verschiedene Aufgaben gestellt. Damit
die Messungsergebnisse vergleichbar sind, werden samtliche Durchsagen Uber die
Lautsprecher einem Skript entsprechend vorgelesen. Es gibt zum Beispiel Gedéchtnis-
aufgaben, bei denen Zahlen angezeigt werden und immer die vorherige Zahl eingetippt
werden muss oder es werden Videos angezeigt und der Proband muss die Beziehung
zwischen zwei Dreiecken analysieren.

Ausgewertet werden zu jedem Probanden 300 Variablen und seit 2014 haben schon

uber 300 Probanden an der Studie teilgenommen. Erste Ergebnisse liegen auch schon

31 Campbell Biology, S. 1114 - 1119
32 Biologie Oberstufe, Cornelsen, 2010, S. 434

33 https://www.zi-mannheim.de/forschung/forschungsverbuende/pez/studie0.html 24.06.2017
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vor. Menschen, die in der Stadt leben, leiden zum Beispiel hdufiger an Angsterkrankun-
gen und Depressionen. 34 Die Grundlagenforschung an Studienteilnehmern ist genauso
Teil des Bench to Bedside Konzepts am ZI, wie die Untersuchung von in vitro herge-

stellten Neuronen.

34 https://www.swr.de/odysso/stadt-oder-land-was-ist-gesuender-teil1/-/id=1046894/did=15920752/
nid=1046894/bg3sio/index.html
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6. Forschungsfrage: Wie verandern sich Aufbau und Funkti-
onsweise von Neuronen durch das Antidepressivum Esci-

talopram?

Um diese Frage zu beantworten wurden Neurone einmalig mit dem Antidepressivum
Escitalopram behandelt und eine Woche spéater Aufnahmen von den Zellen gemacht.
Zur gleichen Zeit wurden auch als Kontrollgruppe nicht behandelte Neuronen unter-

sucht.

6.1 AIS Langenverdanderung

Neben der synaptischen Veranderung durch homestatic scaling (synaptische
Plastizitat), ist die Verschiebung des AIS aufféllig. Wie in Abschnitt 5.2 beschrieben,
kann sich die Lange eines Axonhuigels verandern. 35 Das AIS ist durch eine sehr hohe
Dichte von Na*-Kanélen charakterisiert und ist dadurch in der Lage ein AP auszulésen.
Je langer der Axonhigel ist, desto mehr Na*-Kanéle sind vorhanden; je kirzer das AlIS
ist, desto weniger Na*-Kanéle. Das AlS, an welchem das Protein AnkyrinG vermehrt
auftritt, ist in der untenstehenden Abbildung griin gefarbt. Es ist erkenntlich, dass das

AlIS sich durch eine Behandlung mit Escitalopram verlangert.

Wie auf dem Schaubild zu erkennen ist, sind die Axonhtigel der behandelten Neurone
deutlich langer. In der Kontrollgruppe reicht die gemessene Lange der AlS von circa 10
bis 40 ym. In der Escitalopramgruppe von etwa 15 bis 100 ym. Der Durchschnitt der
jeweils 20 Messwerte betragt bei der Kontrollgruppe etwa 25 ym, bei den behandelten
Zellen ist das AIS durchschnittlich 35 ym lang. Jedoch ist aufféllig, dass nur vereinzelt
die AIS signifikant Ianger sind. Auf die Aussagekraft der Ergebnisse wird vermehrt im
Abschnitt 6.4 eingegangen.

Es ist davon auszugehen, dass die Verlangerung des AlS durch eine erhdhte Neuro-
transmitterkonzentration im synaptischen Spalt ausgelést wird. Escitalopram, ein SSRI,
hemmt den Rucktransport von 5-HT in die prasynaptische Zelle. Resultierend ist eine
verstarkte Aktvierung der ligandengesteuerten lonenkanéale und damit eine erhdhte

Reizweiterleitung. Wie genau die La&ngenveranderung mit der erhéhten NT-Konzentrati-

35 Ders.
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on zusammenhéngen, ist noch nicht abschlieBend geklart. In jedem Fall, wére ein ver-
langertes AlS positiv zu Behandlung depressiver Menschen. Eine Depression wird
durch eine zu geringe Reizweiterleitung der serotonergen Nervenzellen ausgeldst und
das Ziel eines Antidepressivums ist es, diese Reizweiterleitung zu verstarken. Unseren
Messergebnissen zufolge, verlangert ein Antidepressivum das AlS und fahrt somit zu
einer verstarkten Reizweiterleitung; daher sind die im Schaubild 1 abgebildeten Mess-

ergebnisse positiv in Bezug auf die Wirkung von Escitalopram zu bewerten.

Liange Axonhugel
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Abb. S Graph der Axonhiigelldnge
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6.2 AIS Verschiebung

Im Rahmen der neuronalen Plastizitdt kann sich das AIS auch relativ zum Zellkérper
verschieben. Die Verschiebung des AIS beeinflusst wie eine Verlangerung auch die
Entstehung des Aktionspotenzials. Bei normalem Input ist das AIS am Axon etwa 10 -
30 pm vom Zellkérper entfernt. Gemessen wird der Abstand vom Ende des Somas bis
zum Beginn des AIS. Wéahrend letzteres relativ genau zu bestimmen ist, ist der Uber-
gang vom Soma zu Axon sehr flieBend. Fir diese Messung muss man den zwischen
dem Einfluss auf serotonerge und nicht serotonerge Nerven unterteilen. Eine durch
SSRIs ausgeldste erhdhte Konzentration von Serotonin im extrazellularen Raum, hat je

nach Zelltyp unterschiedliche Auswirkungen.

Die theoretische Grundlage ist jedoch in beiden Fallen die gleiche: Das AlIS verschiebt
sich je nach Stéarke des Reizes. Ist also die ankommende Depolarisation (von den Syn-
apsen) sehr stark, wandert das AIS vom Soma weg. Ist der ankommende Reiz eher
schwach, nahert sich der Axonhugel dem Soma an. Im Soma ist die Stérke des Reizes
amplitudencodiert und die Amplitude nimmt im Laufe des Weges zum AIS stetig ab. Ist
das AIS daher z.B. nach hinten gewandert, wird das eigentlich sehr starke Signal immer

weiter abgeschwéacht und kommt schwacher am AIS an.

Bei nicht serotonergen Neuronen, die z.B. Glutamat als Neurotransmitter verwenden,
fuhrt eine Behandlung mit Escitalopram zu einer Anndherung des AIS an das Soma von
ca. 20 ym auf etwa 15 ym. Die Ursache dafir ist bis dato unbekannt; es kénnte bei-
spielsweise sein, dass Serotonin nicht serotonergen Nervenzellen hilft ein AP aufzu-

bauen.

Bei serotonergen Neuronen besteht die bisher nicht nachgewiesene Theorie, dass eine
Behandlung mit Antidepressiva zu einer Entfernung des AIS vom Soma fuhrt. Durch ein
SSRI wird die Konzentration an NT im synaptischen Spalt, und damit der Output, er-
héht. Wie oben beschrieben, fihrt ein erhdhter Input zu einer Entfernung des AlS vom

Soma. Dies stellt eine Gegenreaktion auf die medikamentése Behandlung von Depres-
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sionen mit SSRIs da. Im Grundsatz findet hier der in Kapitel 5.2 beschriebene Kreislauf
statt, nur die Konzentration an NT wird immer wieder erhdht, sodass die Reizweiterlei-

tung nicht allzu stark abfallen kann. 36

6.3 Veranderung der Synaptische Aktivitat

Neben dem Schwerpunktthema Axonhitgel wurden auch Messungen zur Aktivitat der
Prasynapse durchgefihrt. Die synaptische Aktivitdt beschreibt die Menge an Neuro-
transmission an einer Synapse. Fir die Messung der synaptischen Aktivitat werden die
Vesikel durch Endozytose beflllt. Dort, wo sich eine aktive Synapse befindet, ist eine
starke Farbung zu sehen, da sich hier viele mit Vesikelfarbstoff beflllte Vesikel befin-
den. Eine Struktur der Synapse lasst sich jedoch trotz Farbung der CAZ und PSD nicht

erkennen, da die Auflésung des Lasermikroskops zu gering ist.

Abb. T Prasynapsenfarbung von zwei Neuronen eigene Aufnahme

Je nach Wellenlange, die von dem Farbstoff abhéngig ist, betragt der minimale Abstand
von zwei Punkten, die unterschieden werden kdénnen, 250 ym bis 350 ym. Der synapti-
sche Spalt ist jedoch nur 10 yum breit, sodass Pra- und Postsynapse als ein Punkt er-
scheinen. Mittels Imaged 37, einem Bildauswertungsprogramm, lassen sich nun die
Synapsen aus einer Zelle zahlen und die Messwerte von normalen Zellen und Zellen,
die mit Escitalopram behandelt wurden, vergleichen. Bei der automatischen Zahlung

von Synapsen mussen zuvor einige Werte eingestellt werden. Da dies nicht absolut

36 Grubb et al. [file:///C:/Users/mm/AppData/Local/Temp/NIHMS36773-supplement-Suppl_Figs___T-
ables.pdf, 02.07.2016]

37 ImageJ finden Sie unter diesem Link: https://fiji.sc/
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eindeutig ist, haben 2 verschiedene Personen die Ergebnisse ausgewertet (Auswertung

1+2). Bei beiden Auswertungen wird sichtbar, dass es bei unbehandelten Nervenzellen

Synaptische Aktivitat
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Abb. U Synaptische Aktivitét

deutlich mehr aktive Prasynapsen gibt, als bei behandelten Proben. Hier lassen sich ca.
45 aktive prasynaptische Strukturen auf einer Zelle nachweisen, wohingegen die be-
handelten Zellen nur etwa 20 aktive Synapsen aufweisen. Ursache dafir ist, dass das
Serotonin in der Prasynapse verbleibt, sodass die prasynaptische Zelle durch 5-HAT-
Rezeptoren ,stummgeschaltet” wird und die Prasynapse nicht weiterarbeitet. Dennoch
ist die Postsynapse aktiv, da die ligandengesteuerten lonenkanéle aufgrund der hohen

Neurotransmitterkonzentration weiter aktiviert bleiben.

6.4 Diskussion

Beurteilung
Zur Untersuchung der Auswirkung von Escitalopram wurde nur einmal eine Gruppe von

Neuronen behandelt. Auf Grund der geringen Anzahl an untersuchten Neuronen ist das
Ergebnis also nur wenig aussagekréftig. Um die Aussagekraft der AIS Ld&ngenmessung
zu Uberprifen, wurde der sogenannte P-Wert berechnet. Er gibt in diesem Fall an, wie

wahrscheinlich das erhaltene Ergebnis ware, wenn Escitalopram keine Auswirkung auf
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die Neurone hatte.3® Diese Wahrscheinlichkeit betragt 0,22 %. Somit ist das Ergebnis
statistisch signifikant. Im P-Wert ist allerdings nicht die Méglichkeit von Messfehlern
einberechnet, durch die die Ergebnisse zusatzlich beeinflusst sein kénnten. In Bezug
auf die synaptische Aktivitat wurde durch die zweimalige Auswertung der Bilddaten zu-

mindest eine Reproduzierbarkeit der Auswertung sichergestellt.

Da aber selbst ein weniger deutlich ausfallendes Ergebnis, wenn es in weiteren Expe-
rimenten bestatigt werden kdnnte, durchaus interessant wére, lohnt sich eine weitere

Betrachtung der Fragestellung.

Ausblick

Die Forschungsgruppe rund um Thorsten Lau wird sich daher in Zukunft noch weiter mit
diesem Thema auseinandersetzen. Sie planen die Veréffentlichung weiterer Ergebnisse
Ende dieses Jahres.

38 vgl. https://en.wikipedia.org/wiki/P-value (01.07.2017)
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