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Einleitung

1 Einleitung

Johanniskrautextrakt findet in der therapeutischen Anwendung von leichten bis
mittelschweren depressiven Zustanden zunehmend Akzeptanz und ist eines der
umsatzstarksten Phytopharmaka auf dem deutschen Arzneimittelmarkt (Schulz et al.,
1999). Der Fokus experimenteller Studien war zunachst auf das Aufdecken von
Mechanismen ausgerichtet, wie sie von klassischen Antidepressiva bekannt sind.
Trotz Isolierung und Strukturaufklarung der Johanniskraut-Inhaltsstoffe sind die
Fraktionen pharmakologisch und toxikologisch unzureichend charakterisiert und
bislang konnte keine direkte Zuordnung des Wirkprinzips zu einer chemisch
definierten Einzelsubstanz oder Stoffgruppe erfolgen. Die Kenntnis der wirksam-
keitsbestimmenden Substanz und die Klarung der zugrundeliegenden pharmako-
logischen Wirkprinzipien ist wesentliche Pramisse fur eine rationale therapeutische
Anwendung eines Phytopharmakons. Aktuelle experimentelle und klinische Befunde
ordnen dem bislang am besten charakterisierten Inhaltsstoff Hyperforin das
pharmakologisch aktive Wirkprinzip zu (Chatterjee et al., 1998a und 1998b;
Laakmann et al., 1998; Muller et al., 1998).

1.1 Das Phytopharmakon Hypericum perforatum L.

1.1.1 Botanik und historische Aspekte

Die offizinelle Pflanze Hypericum perforatum L. ist ein Vertreter der Familie der
Hypericaceae (syn. Guttiferae, Clusiaceae, Johanniskraut-, Hartheugewachse). Die
Herkunft des botanischen Namens Hypericum leitet sich vom griechischen ,hyper*
(auf, Uber) und ,ereikon“ (Heide) ab. Die Artbezeichnung ,perforatum“ weist auf die
- aufgrund der kugeligen Exkretbehalter - durchscheinend punktierten Blatter hin
(Wichtl, 1997). Die deutschen Bezeichnungen ,Johanniskraut® und Synonyme deuten
auf die BlUtezeit um den Johannistag (24. Juni; Walpurgis-, Sonnenwendkraut), auf
den rot pigmentierten Saft der Bliten (Herrgottsblut, Blutkraut), auf die mitunter stark
verholzten Stengel (Tupfel-, Hartheu) und seine Verwendung als Bierwurzmittel hin
(Feld-, Waldhopfenkraut).
Die vielfaltige Nutzung als Arzneipflanze lasst sich bis in die Antike zurlckverfolgen,
mit der ersten Erwahnung bei Plinius dem Alteren 23-79 n. Chr. (Czygan, 1993).
77 n. Chr. dokumentierte Dioskurides die arzneiliche Anwendung von Johanniskraut-
1
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Arten bei fiebrigen Erkrankungen, zur Diureseférderung und Wundbehandlung. Im
Sinne eines Psychotherapeutikums findet eine Hypericum-Abkochung bei Paracelsus
(1493-1541) erstmals Anwendung bei Verstimmungen und Angstzustanden.
Hypericum perforatum L. wurde 1941 in das Erganzungsbuch des Deutschen
Arzneibuchs (DAB 6) als Hyperici herba und 1979 in den Deutschen Arzneimittel
Codex (DAC) aufgenommen. Von der Kommission E des friheren Bundesgesund-
heitsamtes (BGA) aufgrund von traditionellem Erkenntismaterial positiv bewertet und
durch die Monographie ,Hyperici herba“ erfasst, wurden oOlige Zubereitungen inner-
lich bei dyspeptischen Beschwerden, psychovegetativen Stérungen, depressiven
Verstimmungszustanden, und aulerlich zur Behandlung von Verletzungen, leichten
Verbrennungen, Myalgien empfohlen (veroffentlicht im Bundesanzeiger Nr. 43 vom
2.3.1984). Die Aufnahme von Johanniskraut-Trockenextrakt in das Europaische
Arzneibuch (Ph. Eur.) ist fur dieses Jahr (2002) vorgesehen (Franz, 2001).

1.1.2 Inhaltsstoffe des Johanniskrauts

Das bisher bekannte Inhaltsstoffspektrum von Hypericum perforatum L. umfasst
diverse Einzelstoffe: Neben den charakteristischen Phloroglucinolen (Hauptvertreter:
Hyperforin und Adhyperforin) und den Naphthodianthronen sind auch Flavonoide,
Biflavonoide, Tannine, Xanthone, atherisches Ol u.a. enthalten. (siehe Tabelle 1.1;
Holzl et al., 1994; Nahrstedt und Butterweck, 1997).

Prenylierte Naphtho- Flavonoide Proanthocyanidine Weitere
Phloroglucinole dianthrone 2-4% (PC) 12 % Inhaltsstoffe
Hyperforin Hypericin Hyperosid 0.9 % Catechin- und Epi- Typ Xanthone
2-45% 0.15-0.3 % Rutosid 1.6 % Anthocyane
Quercitrin 0.3 % Oligomere PC (OPC) Kaffeesaure
Adhyperforin Pseudohypericin Biflavonoide Procyanidin B2 Chlorogensaure
0.8-19% Biapigenin 0.5 % 6.5-9% Atherische Ole
Amantoflavon 0.05 %

Tabelle 1.1: Inhaltsstoffe des Johanniskrauts (Stoffgruppen und Einzelsubstanzen)

Hagenstrom entdeckte 1955 eine stark antibakterielle Wirkung in dligen
Johanniskraut-Auszigen. Gurevich et al., (1971) ordneten diese Eigenschaft dem
stickstofffreien Acylphloroglucinol Hyperforin zu und beschrieben erstmals die

Charakterisierung und Isolierung von Hyperforin (Strukturformel siehe Abb. 1.1).
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Abbildung 1.1:  Strukturformel von Hyperforin

Das Vorkommen von Hyperforin ist charakteristisch fir die Gattung Hypericum perforatum L. Die
chemische Struktur von Hyperforin R = H (C35H5,04) wurde 1975 aufgeklart: es besteht aus einem
Phloroglucinol-Geriist, das mit lipophilen Isoprenketten ausgestattet ist. Das Grundgerust ist in der
planaren Darstellung (rechts) veranschaulicht. Nomenklatur: 5-(2-Methyl-1-oxo-propyl)-6-exo-methyl-
1,3-endo, 7-exo-tris-(3-methylbut-2-enyl)-6-endo-(4-methyl-pent-3-enyl)-bicyclo[3.3.1]-nonan-2,4,9-trion).
Die Substanz ist ausschlief3lich in den oberirdischen Teilen der Pflanze enthalten: zu 2 % in Bliten
und Knospen und in Mengen bis zu 4.5 % in unreifen Friichten (Maisenbacher und Kovar, 1992). Die
Autoren charakterisierten auch ein Methylanaloges des Hyperforins, das Adhyperforin R = CHj (in
Bliten und Stengeln zu 0.8 - 1.9 %). Rucker et al. (1995) isolierten aus Stengeln und Blattern das
Hydroperoxycadiforin, ein Sesquiterpenderivat des Hyperforins mit einer Hydroperoxygruppe.

1.1.3 Pharmakologie und praklinische Daten

Johanniskraut gehort mittlerweile zu den bestuntersuchten Phytopharmaka. Neuere
experimentelle Studien decken auf, wie die Inhaltsstoffe des Johanniskrauts auf
molekularer Ebene wirken, allen voran die am besten charakterisierte, vermutlich

wirksamkeitsbestimmende Komponente Hyperforin.

1.1.3.1 In vitro-Befunde am Modellsystem der Neurotransmitteraufnahme

In dem therapeutisch vielversprechenden Inhaltsstoff Hyperforin konnte ein
Transmitteraufnahme-hemmendes Prinzip identifiziert werden. Die Hemmung der
Monoaminaufnahme bildet die Grundlage der klassischen Hypothese zur Entstehung
der Depression (,Monoaminmangel-Hypothese®) sowie zum Wirkungsmechanismus
synthetischer Antidepressiva. In Analogie zu den bekannten Antidepressiva fand
man eine Hemmung der neuronalen Aufnahme der Neurotransmitter Noradrenalin
(NA), Serotonin (5-HT) und Dopamin (DA) durch den Johanniskraut-Extrakt in
Synaptosomen mit halbmaximalen Hemmkonzentrationen von 2 ug/ml (Rolli et al.,
1995; Mller et al., 1997). Chatterjee et al. (1998b) und Mdller et al. (1998) erklaren
diesen synaptischen biochemischen Mechanismus ausschlief3lich durch den

3



Einleitung

Inhaltsstoff Hyperforin. Chatterjee et al. (1998b) deckten Mechanismen auf, durch die
sich Hyperforin von den Standard-Antidepressiva unterscheidet und die Hinweise fur
einen neuartigen Wirkungsmechanismus sind. Die zusatzliche Hemmung der
neuronalen Aufnahme der Aminosauretransmitter GABA und L-Glutamat werden
auch hauptverantwortlich dem Hyperforin zugeschrieben (siehe Tabelle 1.2).

Dieser Effekt wird nicht durch eine direkte Bindung an die Transportproteine der
neuronalen Membran bewirkt, sondern beruht auf einer bisher einzig fur Hyperforin
nachgewiesenen Erhdhung der intrazellularen Natriumionenkonzentration (Muller et
al., 2001). Dies wurde in Studien an humanen Thrombozyten und kortikalen Maus-
Synaptosomen gezeigt (Singer et al., 1999). Aus der Erhéhung der intrazellularen
Na’-Konzentration resultiert eine Reduktion des transmembranaren Natrium-
gradienten (extrazellular versus intrazellular), der wiederum die treibende Kraft fur
die Transportproteine der Monoamine und Aminosauren darstellt (Lester et al.,
1994). Dies erklart, dass Hyperforin unselektiv sehr viele unterschiedliche neuronale
Transportmechanismen hemmen kann. Befunde Uber funktionelle Effekte auf rele-
vante Neurotransmittersysteme gibt es aus Untersuchungen an striatalen
Synaptosomen der Ratte (siehe Tabelle 1.2), an kortikalen Synaptosomen der Maus,
an humanen Thrombozyten und intakten Astrozyten der Ratte (Chatterjee et al.,
1998b; Muller et al., 1998; Singer et al., 1999; Neary und Bu, 1998; s. Tabelle 4.2).
Die Vergleichsdaten zur Hemmwirkung von Hyperforin auf alle finf Neurotransmitter-

Systeme in striatalen Ratten-Synaptosomen sind in der Tabelle 1.2 wiedergegeben.

Neurotransmitter | Noradrenalin Dopamin GABA Serotonin L-Glutamat
ICs0 80 nM 102 nM 184 nM 205 nM 830 nM
0.04 pg/ml 0.05 pg/ml 0.09 pg/ml 0.1 pg/ml 0.4 pg/ml

Tabelle 1.2:  ICse-Werte fiir die Hemmung der Neurotransmitter-Aufnahme durch reines

Hyperforin in striatalen Ratten-Synaptosomen in vitro, (Chatterjee et al., 1998b)

Die Potenz der Inhibition fur Hyperforin ergibt die Anordnung: NA > DA > GABA > 5-HT >> L-Glutamat.

1.1.3.2 lonenhomoostase, Neurotransmitter-Freisetzung, andere Effekte

In den molekularen Mechanismus, Uber den Hyperforin zu einer Zunahme der
intrazelluldaren Na*-Konzentration fiihrt, sind vermutlich Na*-Protonen-Austauscher
(als Folge einer initialen intrazellularen pH-Senkung) und/oder epitheliale Amilorid-
sensitive Natriumkanale involviert (Singer et al., 1999; Wonnemann et al., 2000). Der

Mechanismus durfte in komplexer Weise Veranderungen verschiedener intra-
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zellularer lonen inklusive pH und Calcium einschlieBen (Chatterjee et al., 2001).
Hyperforin moduliert spannungsgesteuerte Ca?*-, Na*- und K*-Stréme neuronaler
Gewebe (Chatterjee et al., 1999b), sowie die Eigenschaften spannungsabhangiger
Calcium-Kanale vom P-Typ (Fisunov et al., 2000). Diese Befunde werden auch im
Zusammenhang mit der Stimulierung der Neurotransmitter-Freisetzung (L-Glu,
GABA und Aspartat aus kortikalen Ratten-Synaptosomen) diskutiert (Chatterjee et
al., 2001). Gobbi et al. (1999) beobachteten einen transporterunabhangigen,
freisetzenden Effekt von Hyperforin, eine reserpinahnliche Depletion der 5-HT-

Speichervesikel kortikaler Synaptosomen.

In vivo-Experimente einer Push-Pull-Studie von Kaehler et al. (1999) zeigten, dass
Hyperforin die extrazellulare Konzentration verschiedener Neurotransmitter wie 5-HT,
DA, NA, L-Glu im Locus Coeruleus der Ratte erhoht. Aus einer Mikrodialyse-Studie
an Ratten, denen ein hyperforinreicher CO»-Extrakt des Johanniskrauts appliziert
wurde, geht hervor, dass die extrazellularen Konzentrationen von Dopamin im

Striatum und im Nucleus accumbens erhoht werden (Di Matteo et al., 2000).

1.1.3.3 Rezeptor-Bindungs-Studien

Hyperforin-haltige Extrakte und Hyperforin zeigen an noradrenergen und
serotonergen Synapsen auch auf anderer biochemischer Ebene ahnliche Effekte wie
klassische Antidepressiva. Von Miiller et al. (1997 und 1998) wurde gezeigt, dass
Hyperforin und Hyperforin-haltige Extrakte zu einer adaptiven Veranderung von
Rezeptorstrukturen fuhren. Die subchronische Behandlung von Ratten resultiert - in
Analogie zu den klassischen Antidepressiva (Leonard, 1993) - in einer signifikanten
Abnahme der kortikalen B-Rezeptoren-Dichte (B-down-Regulation) und anders als
nach Gabe von trizyklischen Antidepressiva in einer signifikanten Zunahme (up-
Regulation) der kortikalen postsynaptischen 5-HT,,-Rezeptoren- und 5-HT4,-Auto-
rezeptoren-Dichte. Diese adaptiven Veranderungen werden als Folge der
veranderten Konzentration der Neurotransmitter im synaptischen Spalt diskutiert. Sie
korrelieren in ihrem Zeitverlauf mit dem Auftreten der antidepressiven Wirksamkeit
nach einer Wirklatenz von 2-3 Wochen. Diese Parallele gilt als weiterer Hinweis fur
einen analogen biochemischen Wirkungsmechanismus der synthetischen
Antidepressiva und des Extraktes (Teufel-Mayer und Gleitz, 1997; Mdller et al.,
1998).
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Hyperforin ruft charakteristische Anderungen auf Neurotransmitter-, lonenhomdo-
stase- und Rezeptorebene hervor (siehe 1.1.3.1, 1.1.3.2 und 1.1.3.3); aufgrund der
vielfaltigen Mechanismen, werden ihm bereits Einsatzmoglichkeiten zugesprochen,

die Uber die primare antidepressive Anwendung hinausgehen (siehe 1.1.3.4).

1.1.3.4 Tierverhaltensmodelle

Ein neuartiger Wirkungsmechanismus von Hyperforin konnte fur die verschiedenen
verhaltenspharmakologischen Wirkqualitdten des Extraktes verantwortlich sein,
namlich Entfaltung antidepressiver und zudem anxiolytischer Eigenschaften im
Tierexperiment (Vandenbogaerde et al., 2000) sowie Verbesserung von Lern- und
Gedachtnisleistungen (Kumar et al., 2000; Klusa et al., 2001). Verhaltens-
pharmakologische Studien belegen eine gute Korrelation zwischen der Wirksamkeit
verschiedener Extrakte in Modellen flr antidepressive Wirksamkeit (Porsolt-Test,
erlernte Hilflosigkeit, passives Vermeidungsverhalten) und deren Hyperforin-Gehalt.
Hydroalkoholische Extrakte, hyperforinreiche Extrakte und Hyperforin fuhrten zu
ahnlichen Verhaltensanderungen wie unter Gabe von Standardantidepressiva
(Chatterjee et al., 1998; Bhattacharya et al., 1998; Misane und Ogren, 2001).

1.1.3.5 Weitere relevante Inhaltsstoffe

Reines Hyperforin und Hyperforin-reiche Extrakte erwiesen sich in biochemischen
und tierexperimentellen Untersuchungen als deutlich wirksamer als andere Extrakte.
Fir keinen anderen Inhaltsstoff von Hypericum perforatum L. gibt es eine
vergleichbar gute wissenschaftliche Datenlage. Hinweise darauf, dass die
Wirksamkeit von Johanniskraut durch das Zusammenwirken verschiedener
Inhaltsstoffe zustande kommt (Simmen et al.,, 2001) sind Grundlage neuer
pharmakologischer Untersuchungen, die sich mit der systematischen Prifung
anderer interessanter Inhaltsstoffe (Procyanidine, Flavonoide, Biflavoniode,
Naphthodianthrone) mit moglicher antidepressiver Aktivitat befassen (Butterweck et
al., 2000). Es ist vorgeschlagen worden, dass nach derzeitigem Stand des Wissens
der gesamte Extrakt als therapeutisch wirksames Prinzip, als ,Wirkstoff* angesehen
werden sollte, wenngleich Hyperforin unter einer Vielzahl pharmakologisch aktiver

Inhaltsstoffe bisher am besten dokumentiert ist (Simmen et al., 2001).
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Inhaltsstoffe Pharmakologische Effekte

Acylphloroglucinole | eNeurotransmitteraufnahme-Hemmung, Beeinflussung intrazellularer lonen-
eHyperforin konzentrationen von Na*, Ca®* und H* (Miiller et al., 1998, Miiller et al., 2001);
esAdhyperforin eantibakterielle Wirkung (Gurevich et al., 1971; Reichling et al., 2001)

Naphthodianthrone | eMAO-A-Hemmung (Suzuki et al., 1984) von Sparrenberg et al. (1993) relativiert;
eHypericin eantivirale Aktivitat, Proteinkinase C- und NF-kB-Inhibition (Bourne et al., 1999; Taka-
hashi et al., 1989; Bork et al., 1999) in hohen in vivo irrelevanten Konzentrationen

Biflavonoide eantiphlogistisch, antioxidativ, spasmolytisch, MAO-A-/ COMT-(Catecholamin-o-Me-
eBiapigenin thyl-Transferase)-Hemmung; im Bereich yM — mM, = 3-6 x hohere Konzentrationen
eAmentoflavon als die nach oraler Extrakt-Gabe im humanen Blutplasma (Thiede und Walper, 1994)
Oligomere eKoronardurchblutung gesteigert, positiv inotrope Wirkung (Melzer et al., 1991)

Procyanidine (OPC) | sLéslichkeitserhdhung von Hypericinen (Butterweck et al., 1998)
eProcyanidin B2

Tabelle 1.3: Inhaltstoffe des Johanniskrauts und deren pharmakologische Effekte

Aus der Vielzahl berichteter Wirkungen ist die Hypothese postuliert worden, dass die antidepressive
Wirksamkeit von Johanniskraut auf dem Zusammenspiel mehrerer Wirkmechanismen beruhe, trotz
der aktuell liickenhaften wissenschaftlichen Dokumentation Hyperforin-unabhangiger Effekte.

Den Hypericinen, die als wirkungsrelevante Leitsubstanzen deklariert wurden und lange als
antidepressive Hauptwirkstoffe galten, ist nach bisherigen Erkenntnissen hingegen keine Bedeutung
beizumessen. lhnen wurde die Eigenschaft der Monoaminooxidase MAO-A- und MAO-B-Hemmung
zugeschrieben (Suzuki et al., 1984), jedoch lagen die halbmaximalen Hemmkonstanten von 120 - 370
pg/ml Extrakt (> 200 pM; Extrakt LI 160, 0.3 % Hypericin-standardisiert) nicht im therapeutisch
relevanten Dosisbereich (Miller et al., 1997; Sparrenberg, 1993).

1.1.4 Kilinik zur antidepressiven Wirksamkeit von Hypericum

Nach heutigem Kenntnisstand ist Hyperforin die bedeutsamste Wirkkomponente von
Hypericum, fur die auf relevanten pharmakologischen Ebenen eine Wirkqualitat (vgl.
1.1.3) belegt werden konnte, die auf eine entsprechende antidepressive Wirkung am
Menschen schliel3en lasst (Chatterjee et al., 1998a und 1998b; Dimpfel et al., 1998).
Die Entstehung der Depression wird pathobiochemisch und pharmakologisch mit
einem Katecholamin- und/oder Serotonin-Mangel an spezifischen Rezeptoren im
ZNS in Verbindung gebracht (,Monoaminmangel-Hypothese®; NA, DA, 5-HT). Die
aktuellen Daten sprechen dafir, dass affektive Erkrankungen wohl kaum auf die
Storung nur eines Transmittersystems oder gar eines Rezeptors, sondern eher auf
eine Dysbalance multipler Transmittersysteme zurtckzufihren sind. Die klassischen
Antidepressiva erhdhen initial die Transmitter-Konzentrationen im synaptischen Spalt
uber eine Hemmung der neuronalen Wiederaufnahme (NA, 5-HT) oder Monoamin-
oxidase-Hemmung (MAO-A). Folgen der Konzentrationsveranderungen der Neuro-
transmitter und ihrer Metabolite im Gehirn sind adaptive Veranderungen pra- und
postsynaptischer Rezeptorsysteme, die zeitparallel mit der antidepressiven Wirkung
7
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auftreten: Die B-Rezeptoren-Dichte an der noradrenergen Synapse nimmt ab, die
5-HT24,-Rezeptoren-Dichte an der serotoninergen Synapse ebenfalls, wahrend die
5-HT1,-Rezeptoren-Dichte zunimmt (Mdller et al., 1999). Diese und dartber hinaus-
gehende Wirkungsmechanismen werden fur Hypericum perforatum L. diskutiert.

Eine Vielzahl klinischer Placebo- und Referenzsubstanz-kontrollierter Studien zeigen
die therapeutische Effizienz und gute Vertraglichkeit von Hypericum-Extrakt-Fertig-
praparaten in der Kurzzeitbehandlung milder bis moderater depressiver Episoden
(Linde et al., 1996; Volz 1997; Kaul 2000; Greeson et al., 2001; Di Carlo et al., 2001).
Insgesamt besitzt der Johanniskraut-Extrakt eine Uber Placebo hinausgehende anti-
depressive Wirkung und ist in der klinischen Wirksamkeit den synthetischen Antide-
pressiva Imipramin (Philipp et al., 1999; Vorbach et al., 1997), Amitryptilin (Wheatley,
1997), Sertralin (Brenner et al., 2000) und Fluoxetin (Volz und Laux, 2000) scheinbar
ebenburtig; der erbrachte Wirksamkeitsnachweis gilt lediglich flr die Anwendung bei
milden bis moderaten depressiven Zustanden und fir die Dosierung ab 600 mg/d
Extrakt. Eine kurzlich publizierte Placebo- und Referenzsubstanz-kontrollierte Studie
(JAMA, April 10 - 2002, Vol 287, No. 14) relativiert die Schlussfolgerungen friherer
Studien, denn die Effizienz des Extraktes bei moderaten Depressionen konnte nicht
bestatigt werden. Die Aussagekraft der klinischen Studien wird haufig wegen
umfassender Einbeziehung subjektiver Kriterien im Gegensatz zu standardisierten
objektiven Malstaben und aufgrund methodischer Mangel kritisiert (Greeson et al.,
2001). Nur wenige Studien erflllen die Vorgaben der Richtlinien zur klinischen
Prifung von Antidepressiva (Volz, 1997): i.) definierte Indikationsstellung gemag ICD
10 (International Statistical Classification of Diseases, 10. Revision) und Klassifizier-
ung des Erkrankungsgrades nach Standardkriterien ii.) Studiendauer von Minimum 6
Wochen iii.) Studien zur Dosisfindung. Zu den Schwachen im Studiendesign kommt
hinzu, dass diese Studien von zum Teil unterschiedlichsten Extrakten ausgehen.

Zur Charakterisierung der antidepressiv relevanten Inhaltsstoffe wurde eine placebo-
kontrollierte Vergleichsstudie mit einem 5%igen Hyperforin-reichen und einem
0.5%igen Hyperforin-armen Extrakt durchgefihrt, in welcher ein Dosis-Effekt fur
Hyperforin bestatigt werden konnte und der Hyperforin-reiche Extrakt der Placebo-
gabe signifikant als antidepressive Medikation Uberlegen war (Laakman et al., 1998).
Pharmakokinetische Untersuchungen am Menschen mit einem 5%igen Hyperforin-
haltigen Hypericum-Extrakt in den Ublichen therapeutischen Dosierungen ergaben,

dass die Hyperforin-Plasmaspiegel im Bereich der fur die synaptische Aufnahme-
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hemmung relevanten Konzentrationen lagen (Biber et al., 1998). In einer Human-
studie konnte nach Extrakt-Gabe eine Induktion spezifischer und fur SSRI's typische
Anderungen im Elektorencephalogramm (EEG) beobachtet werden. Vergleichende
EEG-Untersuchungen zeigten eine schnelle Zunahme im Alpha-Band-Bereich, die
dem Hyperforin zuzuordnen war (Schellenberg et al., 2001). Dimpfel et al. (1998)
beobachteten analoge Anderungen auch in Tierstudien.

MaRgeblicher Vorteil gegenuber den klassischen Antidepressiva ist das Uberzeug-
ende Sicherheitsprofil der Hypericum-Praparate mit geringerem Nebenwirkungs-
potential, guter Vertraglichkeit und hoher Akzeptanz auf Seiten der Patienten. Neben
den nach Placebogabe beobachteten Nebenwirkungen und der Photosensibilisierung
werden in jungster Zeit vermehrt solche diskutiert, die auf eine Aktivierung des
hepatischen Cytochrom P-450-Systems und auf eine Beeinflussung des P-Glyko-
proteins zurtckzufihren sind: Absenkung der Serumkonzentrationen von Antikoagu-

lantien, oralen Kontrazeptiva, Theophyllin, Cyclosporin und Digoxin (N6éldner, 2001).

1.2 Zentrales cholinerges System

Acetylcholin ist einer der prominentesten und am besten untersuchten Transmitter
des Nervensytems. Periphere cholinerge Neurone finden sich im postganglionaren
Parasympathikus, postganglionar bei der sympathischen Schweil3driseninnervation
und im Darmnervensystem. Ebenfalls cholinerg sind alle praganglionaren autonomen
Neurone und die Motoneurone der quergestreiften Muskulatur (Butcher und Woolf,

1986); beide Neuronengruppen gehdren bereits zum zentralen cholinergen System.

1.2.1 Aufbau des zentralen cholinergen Systems

Wichtige zentrale cholinerge Systeme sind die Projektionsneurone im basalen
Vorderhirn, die Interneurone des Corpus Striatum und die cholinergen Neurone im
Hirnstamm (Bigl und Arendt, 1991).

Im basalen Vorderhirn befinden sich die Zellkrper zweier zentraler cholinerger
Bahnen: Zum einen die septo-hippokampale cholinerge Bahn, die vom medialen
Septum ausgehend zum Hippokampus verlauft, und zum anderen die Bahn, die vom

Nucleus basalis (Nucleus basalis Meynert beim Menschen) ausgehend, den Kortex
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und die Amygdala innerviert. Beide Projektionen sind bei neurodegenerativen

Erkrankungen gleichermalien betroffen (Arendt et al., 1989).

Abbildung 1.2: Darstellung des zentralen cholinergen Systems in einem schematischen
Sagittalschnitt

Die groRzelligen basalen Vorderhirnkerne (mediales Septum «S», Nucleus basalis «Nbx», Nucleus
tractus diagonalis Broca «SdB»x) sind Bestandteil des limbischen Systems. Die septo-hippokampalen
Fasern (q)) gliedern sich in dorsale und ventrale Projektionen. 85 % der Fasern innervieren den
dorsalen Hippokampus. Diese teilen sich in die supracallosalen Fasern («scF», 30 % der septo-
hippokampalen Fasern), die oberhalb des Corpus callosum («CC») verlaufen, und in die infracallosal
verlaufende Fimbria Fornix («FF», 55 % der septo-hippokampalen Fasern, die aufder cholinergen
auch GABAerge Fasern enthalt). Ventral («vF») verlaufen 15 % der septohippokampalen Projektion,
durch und Uber die Amygdala («A») (Milner und Amaral, 1984; Amaral und Kurz, 1985). Die
Zellkdrper der septo-hippokampalen Projektionen liegen im medialen Septum («S») und der Stria
diagonalis Broca («SdB»). Der limbische Kortex und die Amygdala («A») sind Zielgebiete cholinerger
Projektionen ( ), die vom Nucleus basalis («Nb») ausgehen. Darstellung modifiziert nach Gage
und Bjorklund (1986) sowie Butcher und Woolf (1986).

1.2.2 Neurochemie cholinerger Synapsen und deren Funktion

Die cholinergen Neurone spielen eine Rolle bei Vorgangen wie Lernen,
Gedachtnisbildung, Aufmerksamkeit, bei der motorischen Aktivitat, bei der
Temperaturregulation und dem Schlaf-Wach-Rhythmus (Bigl und Arendt, 1991) und
sind durch den Neurotransmitter Acetylcholin (ACh) charakterisiert.

1.2.2.1 Acetylcholin de-novo-Synthese und Freisetzung

Die ACh-Synthese erfolgt im Zytosol der prasynaptischen cholinergen
Nervenendigung unter Katalyse durch die Cholinacetyltransferase (ChAT) aus Cholin
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(Ch) und Acetyl-Coenzym-A (AcCoA). Zytosolisches ACh wird Uber den vesikularen
ACh-Transporter (VAChT) in synaptische Vesikel aufgenommen. Ein eintreffendes
Aktionspotential, das durch spannungsabhangige Natrium-Kanale getragen wird,
depolarisiert die prasynaptische Membran, N-Typ-Calcium-Kanale 6ffnen sich und
der konsekutive Ca-Einstrom ins Axoplasma flihrt zu einer Verschmelzung der
Speichervesikel mit der Membran. Auf diese Weise wird der Transmitter exozytotisch
in den synaptischen Spalt freigesetzt. ACh diffundiert zur postsynaptischen
Membran, wo es durch Bindung an cholinerge Rezeptoren (muskarinische Ms-
Rezeptoren, Gehirn) eine rezeptorvermittelte Zellantwort auslost, um dann wieder in
den synaptischen Spalt zurickzukehren. Gleichwohl kann das ACh auch an
prasynaptisch lokalisierte Rezeptoren (M2-Rezeptoren) binden. Sie verhindern durch
Autoinhibition rickkoppelnd eine Uberschiessende ACh-Ausschittung (siehe
Abbildung 1.3).

Die Beendigung der Signaltbertragung erfolgt durch Hydrolyse des ACh mittels der
membranassoziierten, globular im  Extrazellularraum (EZR) vorliegenden
Acetylcholinesterase (AChE, E.C. 3.1.1.7). Dieses Enzym ist sowohl pra- als auch
postsynaptisch in der Membran verankert. Aus der hydrolytischen Spaltung gehen
Ch und Acetat hervor (Starke, 1996). Ch wird Uber zwei Carrier aus dem
Extrazellularraum (EZR) in die prasynaptische Endigung aufgenommen: Uber den
hochaffinen (high affinity choline uptake, HACU) und den niedrigaffinen Cholin-
transporter (low affinity choline uptake, LACU) (Blusztajn und Wurtman, 1983;
Dowdall und Simon, 1973). Im neuronalen Gewebe wird ungefahr die Halfte des
freigesetzten Ch Uber den HACU zellular aufgenommen, wahrend der Rest Uber
Diffusion verlorengeht.

Das in das cholinerge Neuron transportierte Ch kann durch die ChAT (E.C. 2.3.1.6)
zur Resynthese von ACh verwendet werden (Yamamura und Snyder, 1973). Die
ChAT synthetisiert aus Ch und AcCoA das ACh unter Freisetzung von Coenzym A
(CoA). Die ChAT wird vermutlich auch bei gesteigerter ACh-Synthese nicht
produktinhibiert, da das ACh umgehend Uber den vesikularen Transporter in die
Speichervesikel geschleust wird. Die ChAT ist in den cholinergen Terminalen
lokalisiert (Suzuki et al., 1991) und liegt vor allem im Zytoplasma gelost, aber auch
an die Zellmembran assoziiert vor (Wurtman et al., 1981).

Die cholinerge Neurotransmission ist in der Abbildung 1.3 veranschaulicht.

11
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der cholinergen Neurotransmission im ZNS;
Kreislauf des Cholins

Die Vorgénge sind im Abschnitt 1.2.2 erlautert. Das Acetyl-Coenzym A (AcCoA) entsteht im
wesentlichen in der mitochondrialen Matrix durch glykolytischen Abbau von Glucose bzw. durch
oxidative Decarboxylierung von Pyruvat; AcCoA wird via Citratzyklus zu Citrat konvertiert (Browning
und Schulmann, 1968). Citrat verlasst die Mitochondrien (Mito) Gber den Tricarboxylat-Carrier und
wird im Cytoplasma von der ATP-Citrat-Lyase (CL) erfal’t, dabei entsteht AcCoA und daneben
Oxalacatat. Das im Cytoplasma aus AcCoA und Cholin (Ch) mittels der Cholinacetyl-Transferase
(ChAT) synthetisierte Acetylcholin (ACh) wird mit Hilfe eines elektrochemischen Protonengradienten,
der von einer vesikularen Protonen-ATP-ase aufrecht erhalten wird (Toll und Howard, 1980), in die
synaptischen Vesikel geschleust (vesikuldrer ACh-Transporter, vAChT). Nach exozytotischer
Freisetzung wird das ACh mittels der Acetylcholinesterase (AChE) zu Cholin und Acetat hydrolysiert.
Uber die Transporter HACU bzw. LACU (hoch- bzw. niedrigaffiner Cholincarrier) wiederaufge-
nommenes Cholin kann entweder fur die Bildung von ACh (Neurotransmission) zur Verfigung stehen
oder zu Phosphatidylcholin (PC, Aufbau der Nervenzellmembran) umgewandelt werden.

In der prasynaptischen Membran sind Autorezeptoren lokalisiert. Diese regulieren die Freisetzung des
ACh. Stimulation der muskarinischen Autorezeptoren (Mz/Myrate), Hippokampus) bei hohen ACh-
Konzentrationen im synaptischen Spalt fihren zu einer Hemmung der ACh-Freisetzung. Stimulation
nikotinischer Autorezeptoren hingegen fiihrt im Sinne einer positiven Modulation in einigen
Hirnregionen zu einer Steigerung der ACh-Freisetzung. Neben cholinergen Autorezeptoren besitzen
cholinerge Neurone Heterorezeptoren (Starke et al., 1989); dazu gehdéren GABAg- und 5-HTqs-
Rezeptoren, tber welche eine Hemmung der ACh-Freisetzung vermittelt wird.

1.2.2.2 Neuronale Aufnahme von Cholin

Die Verfugbarkeit von Vorstufen Ch und AcCoA ist ein geschwindigkeitsbestim-
mender Schritt der ACh-Biosynthese (Freeman und Jenden, 1976). Ch kann auf zwei

Arten bereitgestellt werden: i.) Neonatal und kaum im adulten Gehirn wird es intra-
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neuronal durch Methylierung von membranstandigem Phophatidylethanolamin zu
Phosphatidylcholin mit anschlieRender Hydrolyse zu Cholin gebildet (Blusztajn et al.,
1987), wobei die cholinerge Synapse ihren Cholinbedarf durch Eigensynthese jedoch
nicht decken kann; ii.) der Uberwiegende Anteil des Cholins wird aus dem Extra-

zellularraum (EZR) Gber Ch-Carrier mit hoher und niedriger Affinitdt aufgenommen.

HACU

Typisch fur die cholinergen Terminalen ist der high affinity choline uptake (HACU),
der Uber einen Natrium-Gradienten angetrieben und durch Hemicholinium-3 selektiv
blockiert wird (Kuhar und Murrin, 1978; Guyenet et al., 1973). Die Beobachtung, dass
der HACU fast ausschliellich auf den Nervenendigungen cholinerger Neurone
gefunden wurde, stutzt die Annahme, dass der HACU der Wiederaufnahme des nach
enzymatischer Hydrolyse von ACh freigesetzten Cholins dient (Blusztajn und
Wurtman, 1983; Dowdall und Simon, 1973; Yamamura und Snyder, 1973). Der
Transporter ist bei physiologischen Ch-Konzentrationen im EZR (ca. 5 pM; Tucek,
1993) annahernd gesattigt, da der Krca. 1 - 2 yM betragt (Tucek, 1978). Die Aktivitat
des Transporters kann moduliert werden: Bei Stimulation der ACh-Freisetzung wurde
eine Steigerung des Cholin-Transportes beobachtet (Simon et al., 1976; Antonelli et
al., 1981; Kuhar und Murrin, 1978). Jenden et al. (1976) konnten an Synaptosomen
zeigen, dass die Aktivitdt des HACU umgekehrt proportional zu dem intra-
synaptosomalen ACh-Gehalt ist. Synaptosomen sind als praparativ von Axonen
abgetrennte Synapsenkopfchen, deren Membran sich an der Bruchstelle wieder
schliefl3t, definiert. Die postulierte direkte Kopplung von HACU und ChAT (Lefresne et
al., 1975) konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden (Kuhar und Murrin, 1978).
Experimentelle Ergebnisse wiesen vielmehr auf eine indirekte kinetische Kopplung
hin, die sich aus den kinetischen Eigenschaften des HACU und der ChAT (siehe
Abschnitt 1.2.2.1) erklaren lie: Mit einem Ky-Wert fur Cholin von 0.3 - 1.2 mM
(White und Wu, 1973) und einer Ch-Konzentration im Zytoplasma von ca. 50 yM
unter physiologischen Bedingungen, ist die ChAT nicht substratgesattigt; ein

erhohtes Ch-Angebot im Zytoplasma hatte eine gesteigerte ACh-Synthese zur Folge.
LACU

Der LACU (low affinity choline uptake) ist ein auf cholinergen Neuronen, Gliazellen
und nicht-cholinergen Nervenzellen, Gberwiegend somatisch und axonal lokalisierter,
niedrigaffiner Cholin-Carrier mit einem Kr-Wert von 30-200 pM (Blusztajn und

Wurtman, 1983). LACU dient vor allem der Ch-Aufnahme zur Synthese cholinhaltiger
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Membranlipide und transportiert Ch bei hohen extrazellularen Ch-Konzentrationen,
bei denen der HACU schon gesattigt ist (Tucek, 1990).

1.2.3 Sonderstellung des Acetylcholins in der Neurotransmission

ACh ist unter den klassischen Neurotransmittern der einzige der neben Abdiffusion
im wesentlichen durch enzymatische Spaltung inaktiviert wird. Das cholinerge
Neuron muss zur Funktionserfullung - stete und rapide Feuerungsrate - eine schnelle
Resynthese von ACh durchfuhren (vergleiche Abschnitt 1.2.2.1). Die cerebrale
Umsatzrate von Neurotransmittern in der Ratte ist 6 nmol/min, d.h., der
Gesamtgewebegehalt des ACh (20nmol/g) wird binnen 3 - 4 Minuten vollstandig
umgesetzt; die Umsatzrate des ACh im ZNS ist demnach 10 - 100 x hoher als die
aller anderen Transmitter und hoher als in peripheren cholinergen Synapsen
(Haubrich u. Chippendale, 1977; Tucek, 1978).

vTrp

vTrp

NA, DA
5T Acetylcholin
GABA A
Glutamat Cholin

LACU

.....

NA, DA, 5-HT, GABA, Glutamat

Monoamine Aminosiauren

Rezeptoren Rezeptoren

Abbildung 1.4: Freisetzung und Inaktivierung von Neurotransmittern am Beispiel von
Acetylcholin, den Katecholaminen Noradrenalin und Dopamin (NA und DA),
dem Indolamin Serotonin (5-HT) und den Aminosauren GABA und Glutamat

Nahere Erlduterungen zur cholinergen Transmission siehe Abschnitt 1.2.2.1, Abbildung 1.3. Der linke
Teil der Abbildung veranschaulicht die monoaminerge, glutamaterge und GABAerge Transmission.
Neurotransmitter, mit Ausnahme von ACh und der Peptide, werden nach Exozytose wieder in die
Nervenendigung aufgenommen. Die entsprechenden Transporter (Trp), die eine hohe Affinitat fir ihre
Substrate besitzen, beziehen ihre Energie aus dem Natrium-Gradienten und dem Membranpotential
Uber der Plasmamembran. Fur die vesikulare Aufnahme sind andere Transporter (vTrp)
verantwortlich, die ihre Energie aus dem elektrochemischen Protonen-Gradienten Uber der
Vesikelmembran beziehen.
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Die Abbildung 1.4 veranschaulicht die prinzipiellen Unterschiede zwischen der
cholinergen Transmission einerseits und der Neurotransmission von NA, DA, 5-HT,
GABA und Glutamat andererseits.

Monoamine und Aminosauren werden durch zellulare Aufnahme des intakten
Molekils in die Prasynapse inaktiviert. Die Aufnahme erfolgt Uber spezifische
membranstandige Transporter. Im Gegensatz hierzu wird die Wirkung von frei-
gesetztem Acetylcholin im synaptischen Spalt durch rapide hydrolytische Spaltung
mittels AChE terminiert. Das Hydrolyse-Produkt Cholin wird in die prasynaptische
Endigung transportiert und steht somit als Vorstufe fir die de novo-Synthese von
ACh zur Verfigung. Die zwei Mechanismen der Cholinaufnahme (HACU und LACU)
sind in Abschnitt 1.2.2.2 beschrieben worden. Die Besonderheit des cholinergen

Systems besteht demnach in der Wiederaufnahme der Neurotransmitter-Vorstufe.

1.2.4 Implikationen des zentralen cholinergen Systems bei

neurodegenerativen Erkrankungen

Die cholinergen Projektionsneurone im basalen Vorderhirn sind bei Lernleistungen
und Gedachtnisfunktionen beteiligt und bei der Alzheimerschen Demenz typischer-
weise degeneriert. Der Morbus Alzheimer ist also Ausdruck eines cholinergen
Defizits (siehe Abschnitt 1.2.4.2).

Der Morbus Parkinson hingegen ist die Folge eines cholinergen Ubergewichts, im
wesentlichen auf einer Enthemmung der cholinergen Interneurone des Striatums
beruhend und in motorischen Dysfunktionen resultierend (Bigl und Arendt, 1991;
siehe Abschnitt 1.2.4.1).

1.2.4.1 Der Morbus Parkinson als Beispiel zentraler cholinerger Dysfunktion

Der Morbus Parkinson (idiopathisches Parkinson-Syndrom, Schuttellahmung,
Paralysis agitans) ist eine progrediente neurodegenerative Stammganglien-
Erkrankung. Die Krankheit ist durch die Symptome Tremor, Hypokinese und Rigor
charakterisiert. Der Londoner Arzt James Parkinson beschrieb das Krankheitsbild
erstmals in einer 1817 veroffentlichten Studie. Die Pravalenz steigt ab dem 60.
Lebensjahr exponentiell an, so dass ca. 1 - 1.5 % der Uber 60jahrigen von einer
Funktionsstérung der Bewegungsablaufe betroffen sind. Die Diagnose erfolgt mittels

neurologischer Untersuchung durch bildgebende Verfahren wie CT, MRT und PET.
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Den Basalganglien kommt eine besondere Bedeutung bei der Kontrolle und
Modulation von Bewegungsimpulsen zu. Zu diesen Kernen rechnet man den Globus
pallidus, das Putamen, den Nucleus caudatus, die Substantia nigra, den Nucleus

Ssubthalamicus, den Thalamus und den Nucleus ruber (siehe Abbildung 1.5).

Strukturen der Basalganglien

Striatum dorsal Nucleus caudatus, Putamen
ventral Nucleus accumbens
Pallidum dorsal Globus pallidus pars lateralis und pars medialis
ventral Tuberculum olfactorium, Substantia innominata pars subcommisuralis
Claustrum
Amygdala

000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

: funktionell zugehorig (nicht entwicklungsgeschichtlich): Substantia nigra pars reticulata und pars
. compacta, Nucleus subthalamicus, Nucleus reticularis thalami, Nucleus ruber

©0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000°

Abbildung 1.5: Anatomische Gliederung der Stamm-/Basalganglien, Pathophysiologie

Die Parkinson'sche Erkrankung betrifft das Gebiet der Basalganglien. Striatum, Pallidum, Nucleus
subthalamicus und Substantia nigra zahlen zu den Basalganglien. Das Corpus Striatum umfasst das
Striatum und den Globus pallidus. Die Substantia nigra besteht aus 2 Teilen: der DA-haltigen Pars
compacta und der DA-freien Pars reticulata. Die Basalganglien sind in der Funktion mit dem
Thalamus, dem Hirnstamm, der Hirnrinde (sensomotorischer und préafrontaler Kortex), dem
Rickenmark und mit monoaminergen Zellgruppen des Mittelhirns (ventrales Tegmentum, retrorubrale
Areale, dorsale Raphekerne) verschaltet. Die Basalganglien greifen modulierend und kontrollierend in
das motorische System ein. Die Kerne erflillen als Schaltzentrum die Funktion der Parallel-
verarbeitung der Information aus unterschiedlichen sub- und kortikalen Arealen und der Informations-
zusammenflhrung, -selektion und -reorganisation (liber zahlreiche parallel geschaltete Schleifen). Als
~Inputstation“ fungiert das Striatum (kotriko-striatale Projektion, exzitatorische glutamaterge Neurone
der gesamten Hirnrinde). Des weiteren erhalt das Striatum Projektionen vom Thalamus, von der
Substabtia nigra pars compacta, von den Raphe-Kernen und dem Locus coeruleus. Die
»Outputstation® der Basalganglien bilden die inhibitorischen GABA-ergen Neurone des Globus pallidus
und der Substantia nigra pars reticularis. Die hypokinetischen Krankheitsbilder der Basalganglien sind
auf den Verlust des Dopamins als Folge der Degeneration des Pars compacta zuriickzufiuhren.

Die Substantia nigra ist das Kerngebiet, das am meisten in Mitleidenschaft gezogen
ist. Neuropathologisch findet sich eine Degeneration der zum Striatum projizierenden
dopaminergen Neuronen in der Substantia nigra pars compacta mit Verminderung
des Dopamingehaltes sowie hyalinen Einschlusskérperchen (Lewy-Korperchen) in
den verbleibenden Nervenzellen. Durch neuronale Verbindungen zwischen den
Kernen entsteht ein kompliziertes Netzwerk. Durch eine Stérung in diesem Regel-

mechanismus wird die ausgewogene Steuerung der willkurlichen Bewegungsablaufe
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behindert. Die wichtigsten Botenstoffe, welche die Verbindung zwischen den Kernen
aufrecht erhalten, sind Dopamin, ACh und GABA. Hochste ACh-Konzentration findet
man im Striatum (Putamen und Nucleus caudatus), hochste DA-Konzentration in der
Substantia nigra pars compacta. Das DA-ACh-Transmittersystem ist beim Gesunden
genau ausbalanciert. Eine Verschiebung dieses Gleichgewichts fihrt z.B. zu
Parkinsonismus, da im sensiblen Gleichgewicht der Mediatoren des Gehirns eine

wichtige Komponente fehlt: DA, als hemmender Botenstoff.

Das Striatum als Modell zur Untersuchung cholinerger Parameter

Der neuronale Aufbau des Striatums ermdglicht Untersuchungen der cholinergen
Transmission. Das Striatum enthalt folgende Neuronen-Zelltypen: i.) Mit etwa 3 %,
ACh-enthaltender und einer Anzahl von 6 x 10°, 50 x 20 um groRRen cholinergen
Interneuronen besitzt das Striatum die dichteste cholinerge Innervation des Gehirns;
i.) des weiteren finden sich mittelgroRe Interneurone und dornentragende
Projektionsneurone, GABA und Substanz P oder Enkephalin enthaltend, mit einem
Durchmesser von 12 - 20 um (>70 % bei Primaten, >90 % bei der Ratte).

Medikamentose Therapie und andere Behandlungsstrategien

Morbus Parkinson zeichnet sich durch ein funktionelles Ubergewicht an ACh
gegenuber DA aus und ist ein hypokinetisch-hypertones Syndrom. Dies stellt auch
den Ansatzpunkt flir die medikamentdse Therapie dar: Namlich entweder die DA-
Konzentration zu erhdhen oder die ACh-Wirkungen zu blockieren. Zur sympto-
matischen medikamentosen Parkinson-Therapie stehen heutzutage 3 Klassen von
Pharmaka zur Verfugung: Dopaminergika, Anticholinergika und Glutamat-/NMDA-
Rezeptor-Antagonisten (siehe Tabelle 1.4).

Neben der medikamentdsen Therapie, die den Schwerpunkt der Behandlung des
Morbus Parkinson darstellt, spielen moderne operative Behandlungskonzepte eine
noch untergeordnete Rolle. Folgende Strategien in der chirurgischen Behandlung
werden verfolgt: i.) die Transplantation dopamin-produzierender Zellen in das
Striatum, ii.) die intrathekale Applikation von neurotrophen Faktoren und iii.)
strukturelle und funktionelle Lasion Uberaktiver Kerngebiete der Basalganglien
(Kupsch et al., 1996; Lindwall, 1997). Derzeit wird allogenes fetales Mittelhirngewebe
transplantiert und stereotaktisch in das Striatum des Patienten eingebracht.
Intrathekal verabreichtes GDNF (glial cell-line derived neurotrophic factor) soll auf die

nigralen dopaminergen Neurone protektiv wirken (Aebischer et al., 1996). Durch
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stereotaktische Thermokoagulation oder hochfrequente elektrische Stimulation
(deep-brain stimulation) werden dem Striatum nachgeschaltete Kerngebiete des
Gehirns strukturell und funktionell ausgeschaltet. Diese Behandlungsstrategie basiert
auf der durch tierexperimentelle Daten gestutzten Modellvorstellung, dass der
striatale DA-Mangel zu einer pathologischen Ubererregung subkortikaler Kerngebiete
(Globus pallidus internus und Nucleus subthalamicus) fuhrt (Kupsch et al., 1996;
Limousin et al., 1995).

Dopaminergika L-DOPA (Substitutionstherapie) plus Decarboxylase-Hemmstoff *
*Benserazid *Carbidopa

Dopaminagonisten : Bromocriptin, Lisurid, Pergolid, Dihydrocryptin,
Pramipexol, Ropinirol, Cabergolin

Monoaminooxidase-B-Hemmstoff (MAO-B-Inhibitoren): Selegilin

Anticholinergika Biperiden, Benzatropin, Trihexyphenidyl, Bornaprin, Procyclidin, Metixen

NMDA-Rez.-Antagonisten | Amantadin, Memantin, Budipin

COMT-Hemmer Entacapon, Tolcapon

Tabelle 1.4: Antiparkinson-Medikamente, Beispiele wichtiger Substanzen

Die erste medikamentése Behandlung des Parkinson-Syndroms wurde Mitte des 19. Jahrhunderts in
Form von Belladonna-Praparaten eingefihrt. Etwa 100 Jahre spater wurden die ersten synthetischen
Anticholinergika in das Therapieschema aufgenommen. Ehringer und Hornykiewicz stellten 1960 fest,
dass die motorischen Stérungen auf einem Verlust dopaminerger Neurone in der Substantia nigra
beruhen. Birkmayer und Barbeau bereiteten 1961 dem Kklinischen Einsatz von L-DOPA (zunéchst
intravends) den Weg. Im Jahre 1969 wurde die orale L-DOPA-Therapie eingefihrt.

Aufgelistet sind die verschiedenen Stoffklassen und Wirkstoffe. Die medikamentdse Antiparkinson-
Therapie ist meistens eine Kombinations-Therapie. Medikamente unterschiedlichen Wirkaspektes
kdnnen zusammen verabreicht werden. L-DOPA (Levodopa, L-3,4-Dihydroxyphenylalanin) wird im
Gehirn zu DA umgewandelt und wirkt so dem DA-Mangel entgegen. Dopamin (DA) entsteht durch
Decarboxylierung der Aminosaure Dihydroxyphenylalanin (DOPA) mittels der L-DOPA-Decarboxylase
(DDC). L-DOPA wiederum wird aus Tyrosin unter Beteiligung der Tyrosinhydroxylase gebildet. Die
Substitution des DA-Defizits in der Substantia nigra durch L-DOPA ermdglicht eine effektive Therapie
des Morbus Parkinson. L-DOPA kann im Gegensatz zu DA die Blut-Hirn-Schranke passieren und wird
im dopaminergen Neuron durch die zytosolische Decarboxylase zu DA umgebaut. Um die
Umwandlung von L-DOPA zu DA in der Kdrperperipherie zu verhindern, wird dieser Vorlaufer mit
einem nicht ins Gehirn penetrierenden Decarboxylase-Hemmstoff (siehe *) kombiniert. Diese
symptomatische Behandlung ermdglicht eine zufriedenstellende Besserung der Symptome fiir einen
Zeitraum von 5-10 Jahren. Die DA-Agonisten flhren zu einer verstarkten Sensitivitat an spezifischen
Bindungsstellen fir DA im Gehirn. Sie werden als Monotherapie oder im Kombination mit anderen
Parkinson-Medikamenten eingesetzt werden, vor allem mit L-DOPA. Selegilin ist das derzeit am
haufigsten verordnete Medikament. Es hemmt das Enzym MAO-B, das die oxidative Desaminierung
von DA bewirkt. Selegilin wird Ublicherweise mit L-DOPA kombiniert angewendet. Durch die
Anticholinergika wird die vorherrschende Imbalance zwischen DA und ACh abgefangen, die Akinese
jedoch nicht beeinflusst. Amantadin stimuliert als NMDA-Antagonist die DA-Freisetzung im Gehirn und
wirkt funktionell anticholinerg. COMT-(Catechol-O-Methyl-Transferase)-Hemmer inhibieren ein
hepatisches Enzym, das am Abbau von DA zu 3-Methoxytryptamin beteiligt ist. Diese Wirkstoffe
werden meistens mit L-DOPA zusammen verabreicht.
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1.2.4.2 Die Senile Demenz vom Azheimer-Typ (SDAT) als Beispiel zentraler

cholinerger Dysfunktion

Der Morbus Alzheimer ist die haufigste Demenzform in den Industrieldandern und
macht etwa die Halfte aller Demenzen aus (Chui, 1989). Der Symptomenkomplex
der SDAT umfasst Einschrankungen des Gedachtnisses, des Denkens, der Wahr-
nehmung, der Orientierung, der Motorik, der Sprache und Schrift, des Verhaltens
sowie der Personlichkeit (Zilles et al., 1995). Die Alzheimer Krankheit tritt in 90 % der
Falle sporadisch auf und wird meist erst im hohen Alter manifest. In etwa 10 % der
Falle bricht die Erkrankung wesentlich friher aus und zeigt eine familiare Haufung,
was auf eine genetische Komponente schlielen lasst (vermehrte Produktion von [3-
Amyloid; Price et al., 1998). Die Ursachen der Krankheit sind unbekannt; es werden
Hypothesen diskutiert, die toxische, infektiose, immunologische, metabolische,
hormonelle, genetische und Umwelt-Faktoren berlcksichtigen. Die Diagnose wird
durch Testung der geistigen Fahigkeiten gestellt (subjektive Kriterien) und aus der
Untersuchung des Nervensystems mit Hilfe moderner nuklearmedizinischer
bildgebender Verfahren des Gehirns (objektive Kriterien: CT, MRT, PET, SPECT).

Pathologie der Alzheimerschen Krankheit

Neuropathologische Veranderungen

Anatomischer und pathologisch-histologischer Ausdruck der SDAT ist die Degene-
ration und progrediente Schadigung subkortikaler Kerngebiete* und kortikaler Hirn-
areale (mittlerer Temporallappen, temporoparietalen Assoziationskortex; Wilcock et
al., 1988; Arnold et al., 1991). Die von der Neurodegeneration erfassten Nervenzel-
len der basalen Vorderhirnkerne Septum* und Nucleus basalis Meynert* strahlen
breit gefachert cholinerge Nervenbahnen zum Hippokampus und zur Rinde des Vor-
derhirns ab, deren Ubertragerstoff das ACh ist (siehe Abb. 1.2; Whitehouse et al.,
1982; Terry, 1985). Anders als im cholinergen System ist die Degeneration von sero-
tonergen, noradrenergen, sowie dopaminergen Neuronen wenig ausgepragt (Kurz
und Lauter, 1987). Das serotonerge System ist mit einer Reduktion der Neuronen-
dichte im dorsalen Raphe-Kern und einer Abnahme der 5-HT-Konzentrationen im
Kortex und Hippokampus betroffen (Cross et al., 1986). Beim noradrenergen System
wurde eine verringerte Neuronenzahl im Locus coeruleus gefunden (Price et al.,
1986); haufig sind die DA-Spiegel in den Basalganglien vermindert (Allard et al.,

1990).
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Morphologische Aspekte

Typisch fur die senile Demenz vom Alzheimer Typ (SDAT) sind bestimmte
histologische und strukturelle Veranderungen: i.) Cytoplasmatische Einschllisse von
uberwiegend abnorm hyper-phosphorylietem Tau-Protein (Alzheimer-Fibrillen,
tangles); ii.) extrazellulare faserige B-Amyloid-Peptid-Anhaufungen (neuritische,
Amyloid-Plaques) und iii.) verknauelte Nervenfortsatze (Terry, 1985; Kurz und
Lauter, 1987). Die aufgefuhrten Parameter gelten als zweifelsfreie histologische
Kriterien zur Bestatigung der klinischen Diagnose durch eine pathologische
Untersuchung post mortem. Die kugelférmigen AB-Ablagerungen (bis 0.2 mm; AB-
Kettenlange 40 bis 42 Aminosauren) sind mikroskopisch erkennbar und wurden

bereits 1904 von Alois Alzheimer als sichtbares Kennzeichen der SDAT entdeckt.

Mutationen und SDAT-Genese

Drei Gene, die mit dem Auftreten der Krankheit verbunden sind, konnten identifiziert
werden: i.) das Gen mit der genetischen Information fur das Amyloid-Vorlauferprotein
(APP, amyloid precursor protein), auf dem Chromosom 21, ii.) das Prasenilin-1-Gen
auf Chromosom 14 und iii.) das Prasenilin-2-Gen auf Chromosom 1 (Price et al.,
1998). Das 1987 entdeckte APP spielt in der Alzheimer-Pathogenese eine zentrale
Rolle. Der APP-Metabolismus kann auf einem sekretorischen (a-Sekretase-Spaltung,
gefolgt von y-Sekretase-Proteolyse) und einem lysosomalen Weg (B- und
anschliellende y-Sekretase-Spaltung) durch spezifische Prozessierung erfolgen
(Golde et al., 1993). Auf dem sekretorischen, nicht amyloidogenen Weg entstehen

sezernierte, l6sliche, neurotrophische und -protektive Spaltprodukte.

Amyloid Cascade Hypothesis

Ein  funktioneller = Zusammenhang zwischen den  neuropathologischen
(Neurodegeneration) und den morphologischen (B-Amyloid) Veranderungen im
Gehirn von Patienten mit SDAT ist umstritten (Neve und Robakis, 1998). Hardy und
Higgins postulierten 1992 die Amyloid-Kaskade-Hypothese, die besagt, dass die
neurotoxischen APB-Agglomerate fur den Neuronenuntergang verantwortlich sind.
Hinweise auf eine gegenseitige Beeinflussung sind die Steigerung der APP-Bildung
nach Zerstorung der Ursprungsregion der cholinergen Projektionsneurone im
Basalhirn (Auld et al., 1998; Lin et al., 1998) und die Abnahme von ChAT-
exprimierenden Zellen nach Injektion des B-Amyloid-Peptides in den Nucleus basalis

(Pepeu et al., 1996). Vermutlich fuhrt B-Amyloid zu einer Destabilisierung bestimmter
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Neurone, folglich zu Entgleisungen des intrazelluldren Ca?*-Gleichgewichts (Kruman
et al., 1999) und Radikalbildung (Mark et al., 1996; Markesbery, 1997). Uber den
Ca**-Spiegel wird der Phosphorylierungsgrad des tau-Proteins reguliert; dessen
Hyperphosphorylierung und Ablagerung als Neurofibrillen verursacht den
Nervenzelluntergang durch nekrotischen oder apoptotischen Zelltod (Cotman, 1998;
Terry, 1996). Die Erforschung der Amyloidablagerungen eroffnet die Maoglichkeit,

neue - frihzeitig kausal und praventive - Therapieansatze zu finden.

Cholinerge Hypothese der SDAT

Gedachtnisschwache sowie hippokampales und kortikales cholinerges Defizit, wie es
bei der SDAT auftritt, stehen in einem kausalen Zusammenhang (Collerton, 1986;
Coyle et al., 1993). Dieser wird als ,cholinerge Hypothese“ der Demenzerkrankung
bezeichnet (Bartus et al., 1982). Das zentrale cholinerge System, insbesondere die
septo-hippokampale Bahn, besitzt eine Schlusselfunktion flr Lern- und Gedachtnis-
prozesse. Hippokampus und Neokortex, als Zielgebiete cholinerger Projektion aus
den basalen Vorderhirnkernen, weisen bei Alzheimer drastische neurochemische
Veranderungen auf: Reduktion der ChAT-Aktivitat (um 20-50 %), des HACU und der
AChE, sowie der Menge an endogenem ACh (Davies und Maloney, 1976; Sims et
al., 1983; Quirion, 1993). Die ChAT-Reduktion korreliert mit dem Schweregrad der
Demenz (Perry et al., 1978; Ruberg et al., 1990). Weitere Hinweise auf einen
Zusammenhang zwischen cholinerger Dysfunktion und den Symptomen der SDAT
lieferten folgende Studien: Verschlechterung der Lern- und Gedachtnisleistungen von
gesunden jungen Probanden nach Scopolamin-Gabe (muskarinischer Antagonist)
konnten durch AChE-Hemmstoffe aufgehoben werden (Collerton, 1986). Die
Blockade dopaminerger oder noradrenerger Rezeptoren hatte keinen Einflul3 auf das
Lernverhalten (Bartus et al., 1982; Kurz und Lauter, 1987). Die Schlusselrolle des
zentralen cholinergen Systems bei kognitiven Prozessen wird auch durch tierexperi-
mentelle Studien bestatigt, aus denen hervorgeht, dass cholinerge Antagonisten die
Lernleistung beeintrachtigen (Bartolini et al., 1996) und cholinerge Agonisten eine
Verbesserung hervorrufen (Scali et al., 1997). In tierexperimentellen Transplan-
tationsstudien konnte gezeigt werden, dass nach Lasion cholinerger Projektionen
(Deinnervation des Kortex oder des Hippokampus) die auftretenden Gedachtnis-
defizite (Greene et al., 1994) durch Implantation von fetalem cholinergen Nerven-
gewebe in den Hippokampus oder in den Nucleus basalis behoben werden konnten

(Arendt et al., 1989).
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Der Hippokampus als Modell zur Untersuchung cholinerger Transmission

Der Hippokampus ist eine C-formige Struktur, Teil des limbischen Systems, welches
eine Rolle bei verschiedenen komplexen Verhaltensvorgangen spielt. Der
Hippokampus stellt anatomisch den medialen Rand der Endhirnhemispharen, des
cerebralen Kortex dar, wo sich das kortikale Blatt einrollt und Ubereinanderlegt. Er ist

Zielgebiet cholinerger Projektionen aus dem medialen Septum (vgl. Abbildung 1.2).

Therapieansatze

Ein Zusammenhang zwischen der Reduktion cholinerger Funktionen im Septum und
Nucleus basalis und in den Zielgebieten ihrer cholinergen Projektion (Kortex und
Hippokampus) und der Symptomatik des SDAT gilt als gesichert (Bartus et al.,
1982). Diese Erkenntnis war die Grundlage eines wichtigen therapeutischen Ansatz-
punktes, namlich der Verstarkung der Funktion von noch intakten ACh-freisetzenden
Neuronen durch Verlangsamung der hydrolytischen Spaltung des ACh’s (Bartus et
al., 1982). Die Hemmung des Inaktivierungsmechanismus” fuhrt zu einer vermehrten
Verfugbarkeit des Neurotransmitters an den synaptischen Kontaktstellen. Zum

Einsatz kommen AChE-Hemmer (siehe Tabelle 1.5).

AChE-Hemmstoffe Rivastigmin, Donepezil, Tacrin, Galanthamin

ACh-Prakursoren Cholin und Phosphatidylcholin fuhren vermutlich zu einer gesteigerten ACh-
Synthese (Prakursoren-Hypothese; Wurtman et al., 1987)

M;-/M;-Rez.-Agonisten | Stimulieren als Liganden postsynaptische Rezeptoren

M,-Rez.-Antagonisten | ACh-Freisetzung durch Blockade présynaptischer Autorezeptoren gesteigert

Nikotinische Steigerung der ACh-Freisetzung durch Stimulation prasynaptischer nikotinischer
Agonisten Rezeptoren

Tabelle 1.5: Cholinerge Therapieansatze bei der Alzheimerschen Demenz

Da die Lern- und Gedachtnisstorungen bei der SDAT auf eine cholinerge Hypofunktion im Hippo-
kampus und Kortex zurlickzufiihren sind, zielen die Behandlungsstrategien auf eine Verbesserung der
cholinergen Neurotransmission ab. AChE-Hemmer haben sich als wirksam erwiesen, jedoch ohne
einen langfristigen therapeutischen Erfolg vorzuweisen. Sie verzdgern lediglich den Krankheitsverlauf
um 1 - 2 Jahre bei Verbesserung von Gedachtnis und Konzentrationsfahigkeit (Aschoff, 1988; Kurz et
al., 1986). Dennoch stellen sie eine wertvolle Erganzung zu den schon vorhandenen Nootropika dar:
Piracetam, Pyritinol, Nimodipin, Nicergolin, Ginkgo-biloba-Extrakt. Sie entfalten ihre Wirkung
vermutlich Uber Membranstabilisierung, Radikalschutz, Apoptosehemmung, Neuroprotektion,
verbesserte Neurotransmitterfreisetzung und Rezeptorbereitstellung. Das Ziel heutiger Behandlungs-
verfahren ist, das Fortschreiten der Erkrankung zu verlangsamen und die Begleiterscheinungen
(Depression, Schlafstérungen, Angstsymptome) zu unterdrticken.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, erstmals die Interaktion des Hyperforins mit dem
cholinergen System zu untersuchen.

Durch die Untersuchung cholinerger Parameter sollten Hinweise auf den moleku-
laren Wirkungsmechanismus von Hyperforin gefunden werden. Denn das cholinerge
System bietet die einzigartige Moglichkeit, zwischen der diskutierten unselektiven
Aufnahmehemmung und einem madglichen facilitierenden Effekt auf die Transmitter-
freisetzung zu unterscheiden, wie unter 1.1.3.1, 1.1.3.2 und 1.2.3 beschrieben.

Da Hyperforin den transmembranaren Natriumgradienten verringert, war zu
erwarten, dass es Na'-abhangige Transportsysteme im Allgemeinen inhibiert;
entsprechend wére auch eine Hemmung der Na‘-abhangigen hochaffinen
Cholinaufnahme (HACU, high affinity choline uptake) denkbar. Da der HACU an die
Acetylcholin-(ACh)-Synthese funktionell gekoppelt (Kuhar und Murrin, 1987; Tucek,
1984) und die de novo ACh-Synthese demnach direkt HACU-abhangig ist, wurde
demzufolge eine Inhibition des HACU durch Hyperforin in einer Modulation der
cholinergen Neurotransmission resultieren. Eine Cholin-Aufnahme-Hemmung
wlrde in einer Verringerung der ACh-Freisetzung resultieren, wahrend ein
Freisetzungs-Effekt eine Steigerung der extrazellularen ACh-Konzentrationen zur
Folge hatte. Dahingegen werden die extrazellularen Monoamin- und Aminosaure-
Level Uber beide Mechanismen gesteigert.

Ausgehend von dieser Arbeitshypothese sollte die Wirkung von Hyperforin

e erstens in vitro auf die HACU-Aktivitat an kortikalen Synaptosomen im
biochemischen Modell,

e zweitens in vivo auf die striatalen und hippokampalen cholinergen
Parameter Acetylcholin und Cholin im EZR mittels Mikrodialyse-Technik am
Rattenmodell,

e drittens in Tierverhaltensmodellen an Ratte und Maus untersucht werden;

e erganzend dazu sollten der Zeitverlauf der Konzentration im Plasma der Ratte

bestimmt und Stabilitatsdaten ermittelt werden.
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Striatum und Hippokampus waren in dieser Studie von besonderem klinischen
Interesse, da sie die von der Neurodegeneration bei Morbus Parkinson bzw.

Alzheimer funktionell betroffenen Gehirnstrukturen sind.
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2 Material und Methoden

2.1 In vivo-Experimente und biologische Praparate

2.1.1 Versuchstiere

Fur die Mikrodialyseexperimente wurden mannliche Sprague-Dawley-Ratten (SD-
Ratten) der Firma Charles River (Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Die
Versuchstiere wurden mit bis zu 4 Tieren pro Kafig in einem Tierstall, bei einer
konstanten Temperatur von 22 °C, bei 70 % Luftfeuchtigkeit und in einem 12-
stiindigen Hell- / Dunkelrhythmus gehalten. Standardfutter Altromin®1320 sowie
Trinkwasser standen den Tieren ad libitum zur Verfugung. Zum Zeitpunkt der
Versuche wogen die SD-Ratten 270-320 g und waren 7 - 10 Wochen alt.

2.1.2 Mikrodialysetechnik in Ratten

Die Mikrodialyse ist eine minimal invasive Methode zur Kkontinuierlichen
Gewinnung von wasserloslichen und frei diffusiblen Substanzen aus dem
Extrazellularraum von Geweben. Mit Hilfe dieser Technik wurden die ACh- und
Ch-Konzentration im Extrazellularraum des ventralen Striatums und des ventralen
Hippokampus® adulter SD-Ratten bestimmt. Hierzu wurde eine I-férmige,
konzentrische, selbstkonstruierte Sonde mit einer Austauschlange von 3.5 mm
und einer molekularen Durchlassigkeitsgrenze von 10.000 Da in das Ziel-Hirnareal

der narkotisierten Ratte implantiert (vgl. Abbildung 2.4).

21.2.1 Konstruktion der Mikrodialysesonden

Die bei der Mikrodialyse eingesetzten Sonden wurden nach einer modifizierten
Vorschrift von Westerink und de Boer (Universitat Groningen) in Eigenbau
hergestellt. Das Prinzip der Sonden wurde von Santiago und Westerink (1990)
veroffentlicht. Ein schematischer Bauplan der Mikrodialysesonde ist in Abbildung
2.1 dargestellt. Es handelt sich hierbei um [-formige Sonden mit parallel

verlaufendem Zu- und Abstrom der artifiziellen Cerebrospinalflissigkeit (aCSF).
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2.1.2.1.1 Eingesetzte Materialien

Polyethylenschlauche (Innen-/AuRendurchmesser: 0.38 mm ID, 1.09 mm OD, Portex, UK)
Silikafasern (Quarzglaskapillaren, 150.0 um OD, 74.0 ym ID, Polymicro Technologies INC)
Kanlilen (Sterican® B/Braun Luer Lock 25Gx5/8*)

Dialysefasern aus Nierenfiltratkassetten (Polyacrylnitril-Polymethallylsulfonat; 240 um ID,
256 um OD, Filtral 16, AN69® HF, Hospal Medizintechnik, Niirnberg; cut off: 10 kDa)
Cyanacrylatkleber (Pattex «Blitz Gel», Henkel, Dlsseldorf)

Epoxidharzkleber (2-Komponenten-Kleber: «plus ,,sofortfest», UHU, Buhl)
Silikonkautschuk (704 RTV spezial transparent, IBF GmbH, Minchen)

Utensilien: Skalpell, Baumwollhandschuhe, Pinzette, Markierstift

2.1.2.1.2 Technik des Sondenbaus

In ein 2 cm langes Polyethylenschlauchstiuck wurde ca. 0.5 cm weit die Kanule
gesteckt, der Schlauch mit der Kanulenspitze durchstochen und an dieser Stelle
abgeknickt. Die Kanlle wurde zunachst im Schlauch belassen. In ihre Spitze
wurde eine 2 cm lange Silikafaser eingeflihrt und durch langsames Herausziehen
der Kandlle diese Silikafaser durch das Loch und somit in den Schlauch gezogen.
Die Silikafaser ragte nun an zwei Stellen aus dem Schlauch heraus; an der
Knickstelle des Schlauches, durch dessen Loch die Faser gezogen wurde, und
aus dem unteren Ende des Schlauches. Die Silikafaser wurde soweit
herausgezogen, dass sie 7.5 mm aus dem Ende des Schlauches herausragte.
Dieses Mal ergibt sich daraus, dass das zu untersuchende ventrale Striatum und
der ventrale Hippokampus in ihrer dorso-ventralen Ausdehnung, von der
Hirnoberflache aus gemessen, mindestens 7.5 mm tief liegen. (vgl. Kapitel 2.1.2.3
Dorso-Ventral-Wert). Die Silikafaser wurde mit Cyanacrylatkleber an der
Knickstelle des Schlauches festgeklebt. Von einer Kanule wurde sowohl die Spitze
als auch das Plastikende mit Luer-Lock-Anschluf3 abgesagt, so dass ein 11 mm
langes Metallrohr erhalten wurde. Dieses wurde Uber das obere Ende der
Silikafaser bis zur Knickstelle des Schlauches geschoben und dort mit
Cyanacrylatkleber befestigt.

Nach einer Stunde wurde mit Baumwollhandschuhen - um einer mdglichen
Quellung der Faser durch BerUhrung vorzubeugen - eine Dialysefaser aus der
Nierenfiltratkassette entnommen. Die Membran wurde vorsichtig tUber das untere
Ende der Silikafaser gezogen und bis zur Khnickstelle unter den Schlauch

geschoben, um sie dann direkt am Ende der Silikafaser mit einem Skalpell zu
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kappen. Die Dialysefaser wurde anschlieiend wieder ein Stick (einige mm) von
der Silikafaser heruntergezogen und ihre untere Offnung mit einem Tropfen
Cyanacrylatkleber verschlossen. Sobald der Kleber gut getrocknet war, wurde die
Dialysefaser soweit wie mdglich wieder zurlickgeschoben und am Ende des PE-

Schlauches durch Betupfen mit Cyanacrylatkleber abgedichtet.

Stahlkantile

Silikafaser

Polyethylenschlauch

Dialysefaser E
©
N
(0]
()]
C
ﬂ
c
(]
i v
i ()
CAME e |°
@1.06 mm ¥ ) £
;v = [Te)
‘.I ! ,\"
Al e E 2
& IS o
Acetylcholin / Cholin P §
. . e o
Neostigmin § g
+ 2+ 2+ + - - [2]
K’ Mg“ Ca® Na CI = a% c
< 7 Y
& 280 um
Cyanacrylatkleber

E&  Zweikomponentenkleber: Epoxidharzkleber
iM%  Silikonkleber zum Abkleben der semipermeablen Membran
—> Flussrichtung der artifiziellen Cerebrospinalflissigkeit

Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau einer Mikrodialysesonde zur Implantation in das
ventrale Striatum der Ratte

Die Fotographie zeigt zwei Sonden: Sonde im Rohbau und ohne den stabilisierenden Zwei-
Komponentenkleber (links) und mit (rechts). lhre Orientierung entspricht der skizzierten Sonde
(rechts). Die Mikrodialysesonde wurde mit einer artifiziellen Cerebrospinalflissigkeit (aCSF, vgl.
Kapitel 2.1.2.4.3) perfundiert. Die Zufuhr der aCSF geschieht Uber eine Metallkanule; ihre
Flussrichtung ist mit den blauen Pfeilen angedeutet. Die Perfusionslésung weist die gleiche
lonenzusammensetzung auf wie der Extrazellularraum (EZR). Die Diffusionsverhaltnisse sind rot
dargestellt: K -, Mg **-, Ca®" -, Na* -und Cl " -lonen befinden sich im Gleichgewicht, dahingegen
diffundieren alle Moleklle, die nicht in gleicher Konzentration vorliegen, entlang des
Konzentrationsgefalles durch die semipermeable Membran. Neostigmin in einer Konzentration von
1 UM in der aCSF diffundiert durch die Dialysemembran in den EZR, ACh und Ch hingegen aus
dem EZR in die Perfusionsflissigkeit. Der Austauschraum, der sich Uber eine Lange von 3.5 mm
erstreckt, wird von der Dialysemembran begrenzt, welche Makromolekiile mit einem
Molekulargewicht > 10.000 Da ausschlieRt. Die riucklaufende Flissigkeit wurde Uber den
Ausfuhrschenkel (links) in einem ausfiihrenden Schlauch gesammelt.
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Mit einem Fein-Markierstift wurde die Austauschflache eingezeichnet. Durch
Auftragen eines dunnen Silikonkleber-Films wurden die Poren der
Dialysemembran im oberen Teil verschlossen, so dass nur noch 3.5 mm des
unteren Endes der Membran dialysefahig blieben. Die Austauschflache kann
durch Bestreichen mit Silikonkleber beliebig begrenzt und die Sonde somit an
unterschiedliche Hirnareale angepasst werden. Zum Abschluss wurde ein Tropfen
Epoxidharzkleber auf die Verbindungsstelle zwischen Polyethylenschlauch und
Metallrohr gegeben, um die notwendige mechanische Stabilitdt der Sonde zu
gewahrleisten.

Die fertiggestellten Sonden wurde trocken, staubfrei und vor direkter
Sonneneinstrahlung geschutzt bis zum Tag Ihrer Verwendung aufbewahrt. Sie

wurden 2 Tage bis 4 Wochen nach ihrer Fertigstellung verwendet.

2.1.2.2 Narkose

Wahrend aller Operationen waren die jeweiligen Versuchstiere mit Equithesin
narkotisiert, einer Losung, die das Barbiturat-Narkotikum Pentobarbital, das
Hypnotikum Chloralhydrat, Magnesiumsulfat zur Entkrampfung, sowie Ethanol

enthalt.

21.2.2.1 Equithesin-Zusammensetzung

m 8.1 ml Nembutal® (entsprechend 0.486 g Pentobarbital; Lésung der Firma Sanofi mit 6 g
Pentobarbital / 100ml; erhaltlich Uber die Wirtschaftsgenossenschaft deutscher Tierérzte
e.G., Dreyerstr. 8, 30169 Hannover)

B 21g Chloralhydrat (Trichloracetaldehydrat, Merck)
m 0.15g Magnesiumsulfat (Merck)

m  19.8 ml Propylenglykol (Sigma)

m 50ml Ethanol absolut (Merck)

m 15ml  Aqua purificata (Millipore®-Qualitat)

2.1.2.2.2 Herstellung, Dosierung und Applikation

Das Gemisch aus Feststoffen und Flissigkeiten wurde homogenisiert und unter
Verwendung eines 0.22 pm Spritzenvorsatzfilters Minisart® NML (Sartorius)
sterilfiltriert. Die Losung konnte 6 Monate im Kuhlschrank aufbewahrt werden. Zur
Narkoseeinleitung wurden 2.3 ml/kg Equithesin (entsprechend einer Initialdosis

von 11,2 mg/kg Pentobarbital, respektive 48,3 mg/kg Chloralhydrat) i.p. injiziert.
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Falls die erforderliche Narkosetiefe nicht erreicht wurde, wurden in Abstanden von
10 Minuten weitere 0.5 ml/kg der Ldésung appliziert. Die Gesamtmenge betrug
hdchstens 3.3 mi/kg i.p., entsprechend einer Dosis von 16.0 mg/kg Pentobarbital
bzw. 69,3 mg/kg Chloralhydrat.

21.2.3 Implantation der Sonde

Gerate und Operations-Utensilien:

Stereotaktisches Instrument : Stoelting, Chicago, USA

Kaltlichtquelle, zweiarmig, KL 1500 Schott

Carbogen-Befluter (Carbogen 95 % O,, 5 % CO,)

Wasserstoffperoxid-Losung, 3 %

Scandicain® : 1 % Mepivacain-HCI , ASTRA, Wedel

Bohrmaschine: Dremel®Multi Mod. 395Type5 Code32, Konijenberg 60, Breda-NL
Kronenbohrer: Meisinger 224RF018

Spiral-Bohrer : Meisinger 203006

Instrumentenschale, Chromnickelstahl-Klingen und Skalpellgriff (Merck), kleine (Moskito-)

und grofRe GefalRklemmen, Tupfer, Lupe, chirurgische Feinschere, gebogene Feinspitzen-
Pinzette mit Spezialschliff, gerade und stumpfe Pinzetten, Wattestabchen, Prazisions-
Markierstift, OP-Abdecktuch

Plastikzylinder, aus Pipettenspitzen geschnitten

schnellhartender mineralischer Dentalzement, Harvard Dental GmbH, Berlin

Petrischale und Mischplatte zum Anmischen des Zementes

Abbildung 2.2: Operationstisch

Das stereotaktische Instrument (links) und das Instrumentarium (rechts) sind dargestellt.
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Die Versuchstiere wurden vormittags (ca. 9.00 h) aus dem Rattenstall geholt und
im Labor in einen Plexiglaskafig gesetzt, um sich bis zu der am Folgetag
stattfindenden OP an die neue Umgebung zu akkommodieren.

Die Narkose wurde durch intraperitoneale Injektion von Equithesin (Zusammen-
setzung vgl. Abschnitt 2.1.2.2.1) eingeleitet. Die Kopfhaare wurden abrasiert und
die Haut mit 70 %igem Ethanol desinfiziert. Sobald das Toleranzstadium erreicht
war, das Tier also auf Kneifen mit einer Pinzette in den Hinterlauf nicht mehr
reagierte, wurde der Kopf in das stereotaktische Instrument eingespannt (vgl.
Abbildung 2.3.a). Drei Fixationspunkte sind hierbei entscheidend: anterior die
eingehakten Schneidezahne und /ateral - jeweils links und rechts - die in den
Ohrmuscheln am Schadelknochen befestigten Halterungen. Mit einem Skalpell
wurde in der Mitte der Schadeldaches eine ca. 2 cm lange sagittale Inzision, Uber
den Augen beginnend und hinter den Ohren endend, gesetzt. Mit Gefal- und
Moskitoklemmen wurden die beiden Hautlappen seitwarts gelegt (vgl. Abbildung
2.3.b). Von der freipraparierten Schadeldecke konnten die Kopfhaute mit Skalpell
und Tupfer entfernt und somit ein trockenes Operationsareal erhalten werden.
Blutungen wurden per Drucktamponade gestoppt. Das Betupfen mit 3%iger
Wasserstoffperoxid-Losung lieR die Schadelknochen und Hirnfissuren gut
erkennen (vgl. Abbildung 2.3.c). In die Mitte der linken Schadelplatte wurde mit
Hilfe eines Hartmetall-Spiralbohrers ein Loch mit einem Durchmesser von ca.
0.5 mm Durchmesser gebohrt, in das anschlie®end mit einem Schraubenzieher
eine Stahlschraube gedreht wurde. Um die gewlinschte Stelle fir die Insertion der
Sonde in das ventrale Striatum zu finden, wurde eine Sonde im Sondenhalter
befestigt und ihre Position mit Hilfe der Justierschrauben so eingestellt, dass sie
sich genau uber dem Punkt Bregma (siehe Abbildung 2.4) befand. Der Ausgangs-
punkt Bregma bezeichnet den Schnittpunkt der drei Hirnfissuren. Von Bregma
ausgehend und auf den Angaben aus dem Atlas von Paxinos und Watson (1986)
basierend, wurden die folgenden Koordinaten fur die Implantation der Sonde in
das ventrale Striatum verwendet: anterior-posterior. AP +0.2 mm, lateral: L -2.8
mm und dorso-ventral: DV -7.5 mm. In einer getrennten Versuchsreihe wurde fir
die Implantation der Sonde in den ventralen Hippokampus von dem Punkt Lambda
(siehe Abbildung 2.4) ausgegangen; als Referenz fur die Koordinaten AP +3.5

mm, L -5.1 mm, DV -7.5 mm diente oben genannter Atlas des Rattenhirns.

30



Material und Methoden

Unter stereotaktischer Kontrolle wurden die Koordinaten fir die jeweilige anterior-
posteriore sowie die laterale Lokalisation der Sonde mit den Justierschrauben ein-
gestellt und die Position mit einen Feinmarkierstift eingezeichnet. Anschlief3end
wurde - diesen Punkt mit dem Hartmetall-Kronenbohrer zentrierend - ein rundes

Plattchen des Schadelknochens mit einem Durchmesser von 2 mm entfernt.

Abbildung 2.3: Implantation der Sonde

a.) Das narkotisierte Tier wurde in das stereotaktische Instrument eingespannt, b.) anschlieend
mittels eines Skalpells eine sagittale Zasur gesetzt und c.) die Schadeldecke freiprapariert, so dass
die Hirnfissuren gut zu erkennen waren. Bild d.) zeigt die nach koordinatenkonformer Insertion mit
Dentalzement fixierte Sonde.

Die einzusetzende Sonde wurde unter Lupenbetrachtung mit physiologischer
Kochsalzlésung auf ihre Funktionsfahigkeit GOberprift und wieder in den
Sondenhalter eingespannt. Daraufhin wurde sie langsam auf die beim Bohren
intakt gebliebene Dura mater herabgesenkt (Nullpunkt). Vor der Insertion wurde
die Dura mit einer feinen sterilen Kandle angeritzt und die eventuelle Blutung mit
einem Wattestabchen unter leichtem Druck gestillt. Vom Nullpunkt ausgehend
wurde die Sonde 7.5 mm tief in das Gehirn eingefuhrt. Sie konnte mit Hilfe der
Skala auf der dorso-ventralen Achse des stereotaktischen Instrumentes sachte auf

die gewlnschte Tiefe hinabgefahren werden.
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Ein kleiner Plastikzylinder wurde aus Stabilitatsgrinden um die Sonde auf den
Schadelknochen plaziert und mit zunachst niedrigviskosem Dentalzement
ausgefullt, um die Sonde direkt zu fixieren. Die Schraube und die gesamte
freigelegte Schadelregion, die Hautlappen miterfassend, wurden einzementiert,

was die Stabilitat weiter erhohte.

Abbildung 2.4: Dorsale Ansicht
eines Rattenschadels
nach Paxinos und
Watson (1986).

Bregma und Lambda sind durch
die Hirnfissuren definiert und
bezeichnen Schnittpunkte dieser
drei Linien. Eingezeichnet sind
die Punkte flir die Lokalisation
der Sonde im ventralen Striatum
() und im ventralen Hippokam-
pus (e) und fur die Positionierung
der Schraube in der kontra-
lateralen Schadelplatte.

Abbildung 2.5: Lokalisation der Sonde im ventralen Striatum und im ventralen Hippokampus
in einer Darstellung des Rattenhirns im Koronalschnitt.

Die Abbildungen aus dem Atlas ,The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates® von George Paxinos
und Charles Watson (1986) zeigen 40 um dicke Gewebeschnitte im Bereich des Striatums (links,
Bregma +0.2 mm) und des Hippokampus (rechts, Bregma -5.2 mm), die einer Acetyl-
cholinesterase-Farbung unterzogen wurden (Koelle und Friedenwald, 1949; Lewis, 1961).
Eingezeichnet sind die Mikrodialysesonden (Austauschflachen wei3 dargestellt) in den
entsprechenden Hirnarealen.
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Der Sondenhalter wurde entfernt, sobald der erste Zement trocken und fest war. In
den Bereich der Sondengabelung konnte der Dentalzement daraufhin - da besser
zuganglich - heranmodelliert werden.

Nach der Operation wurde das Versuchstier aus der Halterung befreit und die
Sonde mit artifizieller CSF (siehe Kapitel 2.1.2.4.3) perfundiert, um sie nach
erfolgter Implantation nochmals auf ihre Durchlassigkeit zu Uberprifen.

21.2.4 Mikrodialyse-Versuchsanordnung

2.1.2.41 Gerate und Apparaturen

Versuchstiergefal3: transparenter Plastikkafig

Prazisionspumpe: Havard Apparatus Syringe infusion pump 22, South Natick USA
Glas-Prazisionsspritze: 1 ml Gastight®#1001 Hamilton, Deutschland
SammelgefaRe: 1.5 ml Eppendorf Reaktionsgefale Plastibrand®, BRAND
Fraktionssammler:e B/O-RAD Model 2110 Fraction Collector

e 2112 Redivac Fraction collector, LKB Bromma

2.1.2.4.2 Verwendete Perfusionsschlauche

®m 90 cm lange, kleinlumige Zugangs- und Abgangsschlauche: 0.28 mm ID / 0.61 mm OD,
Sims Portex Limited fine bore non-sterile polyethylene tubing, Smiths Ind. Medical Systems,
Hythe/ Kent, England UK
B Adapter, als Verbindungsstiick zwischen Sonde und Perfusionsschlauch, Lange 5 mm:
e auf Sonden-Einfuhrschenkel (Kanile): PE-Schlauch Ismatec Tygon R3607, ID 0.38
mm wall 0.9 mm (Glattbrugg-Zirich)

e auf Sonden-Ausfuhrschenkel: Ismatec Tygon R3607, ID 0.38 mm wall 0.9 mm und
Ismatec 70534-08 SC 008, ID 0.76 mm, wall 0.86 mm (Glattbrugg-Zdrich)

2.1.2.4.3 Zusammensetzung der Perfusionsflussigkeit

m  147.0mM Natriumchlorid (Roth)

m 40mM Kaliumchlorid (Merck)
m 1.2mM Magnesiumchlorid (Merck)
B 1.2mM Calciumchlorid (Merck)

2.1.2.4.4 Versuchsaufbau

Die Mikrodialyse-Versuche wurden am ersten und zweiten Tag nach der
Implantation der Sonde an wachen, freibeweglichen Versuchstieren durchgefihrt.

Zu spateren Zeitpunkten besteht die Gefahr der Ergebnisverfalschung durch die
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verstarkt auftretende reaktive Gliosis rund um die Dialysemembran. Den Ratten
wurde demnach eine 18-20stundige Erholungsphase gewahrt; gleichwohl ist
dieses Zeitfenster fur die Restitution der im Insertionsareal beschadigten und
somit durchlassigen Blut-Hirn-Schranke wichtig (Benveniste et al., 1987).

Uber die Dauer der Versuche befanden sich die Ratten in abgerundeten
Plastikbehaltern (vergleiche Abbildung 2.6), bei unbegrenzt zur Verfugung
stehendem Trinkwasser und Futterkarenz. Die Tiere zeigten normales Verhalten:
Trinken, Putzen, Neugier (siehe Abbildung 2.7).

Die verwendete aCSF (Zusammensetzung siehe Kapitel 2.1.2.4.3) entsprach in
ihrer Qualitat bezuglich Osmolaritat, ionaler Zusammensetzung und pH-Wert der
des EZR. Dieser Perfusionslosung wurde kurz vor Beginn des Versuches
Neostigmin 1 yuM (Sigma Co. Deisenhofen, Deutschland) zugesetzt, um die
biochemischen Prozesse bis zu 1 mm im Umfeld der Sonde - zwecks Erhdhung
der analytischen Nachweisgrenze des ACh - zu manipulieren: Neostigmin hemmt
die AChE und verhindert somit die hydrolytische Spaltung des ACh im
Diffusionszylinder. Ein Neostigmin-Zusatz ist notwendig, da - trotz hoher
Nachweisempfindlichkeiten des mit der ,microbore“-Technik arbeitenden HPLC-
Gerates (siehe Abschnitt 2.3.1.3) - ein Nachweis von ACh im EZR des Striatums
oder des Hippokampus” unter den gegebenen Bedingungen i.d.R. nicht moglich
war (Dialyse-Prinzip: Moglichkeiten und Grenzen der Technik siehe Diskussion).
Mit Hilfe der Prazisionspumpe wurde die aCSF mit einer Geschwindigkeit von
2 pl/min durch den 90 cm langen PE-Zugangsschlauch in die Sonde befordert. An
der Dialysemembran fand ein Stoffaustausch entlang des Konzentrationsgefalles
zwischen EZR und der Perfusionsflussigkeit statt (vgl. Abbildung 2.1); als
treibende Kraft flur die passive Diffusion dienten die Unterschiede der
Stoffkonzentrationen benachbarter Kompartimente. Dabei konnten Molekile mit
einem Molekulargewicht unter 10 kDa (molekulare Durchlassigkeitsgrenze der
Dialysemembran) diese Membran passieren. Das Dialysat wurde aus dem 90 cm
langen Ausgangsschlauch in Eppendorfgefalen, die sich in einem automatischen
Probensammler befanden, kontinuierlich aufgefangen (vergleiche Abbildung 2.6).
Die Perfusate wurden im Abstand von 15 Minuten fraktioniert gesammelt und die
so erhaltenen Proben bis zur Quantifizierung (siehe Abschnitt 2.3.1.3) des
dialysierten ACh und Ch tiefgekuhlt aufbewahrt.
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Zu Beginn eines jeden Versuches oder Versuchsabschnittes wurde der
Eingangsschlauch mit der jeweiligen Perfusionsflissigkeit gespult und beflllt. Die
Passagezeit vom Sondenausgang uber den Ausgangsschlauch zum Auffanggefal®
betrug 15 Minuten. Die Zeitachsen der Abbildungen im Ergebnisteil dieser Arbeit
wurden um diesen Wert Kkorrigiert.

Abbildung 2.6: Versuchsaufbau eines Mikrodialyseexperimentes

Eine Prazisionspumpe (rechts im Bild) beférdert die Perfusionsldsung (aus einer Hamilton-
Glasspritze, roter Pfeil) mit einer niedrigen Flussrate von 2 pl/min durch einen Polyethylenschlauch
in die implantierte Sonde, die am Vortag in das Tier implantiert wurde. Das Dialysat flief3t dann
Uber den abflihrenden Schenkel der Sonde in einen Ausgangsschlauch aus Polyethylen, an
dessen Ende es mit Hilfe eines Probensammlers (links im Bild) fraktioniert aufgefangen werden
kann; Zeitauflésung 15 Minuten, gesammeltes Perfusat ca. 30 ul. Das Versuchtier befand sich
wahrend des Experimentes in einem Plexiglasgefal3, war wach und konnte sich frei bewegen.

Abbildung 2.7: AusschnittsvergroBerung, SD-Ratten im Plastikkafig wahrend des laufenden
Versuches

Die Experimente wurden am 1. und 2. Tag nach der Implantation der Sonde am wachen,
freibeweglichen Tier durchgefiihrt. Die Sonde wurde mit Dentalzement (weil3 im Bild) auf der
freipraparierten Schadeldecke fixiert (vgl. Kapitel 2.1.2.3). Zu sehen sind zufiihrender und
abfiihrender Polyethylen-Perfusionsschlauch.
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21.2.5 Versuchsdurchfihrung

Die Mikrodialyse-Experimente fanden zwischen 9.00 und 19.00 Uhr an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen statt. Den Versuchstieren stand kein Futter, jedoch
Wasser ad libitum zur Verfigung.

Im Vorlauf wurde die Sonde zwecks Equilibrierung ein bis zwei Stunden lang
perfundiert. Danach wurden zunachst 6 Perfusat-Fraktionen gesammelt, die zur
Ermittlung des basalen ACh- und Ch-Effluxes dienten. Unterschieden sich die
Konzentrationen von 5-6 aufeinanderfolgenden Proben um weniger als 10 %, so
wurde aus diesen der Mittelwert errechnet und als Basalwert fur den ACh- bzw.
Ch-Gehalt im Dialysat betrachtet.

Die nach Gabe der zu testenden Substanz gemessenen ACh- und Ch-
Konzentrationen wurden in Prozent des Basal-Effluxes ausgedrtickt, welcher als
100 % definiert wurde. Die zu untersuchende Substanz Hyperforin (siehe
Abschnitt 2.2.1.4) wurde unmittelbar vor dem Experiment gelost und entweder in
physiologischer Kochsalzldsung in Dosen von 1 und 10 mg/kg i.p. injiziert oder in
Neostigmin-haltiger aCSF in Konzentrationen von 10, 30 und 100 uM lokal durch
die Sonde appliziert. Kochsalzinjektionen (0.9 % NaCl) dienten als Kontrollen.

Die ACh- und Ch-Gehalte der Mikrodialyseproben wurden direkt per HPLC
(Hochleistungsflussigkeitschromatographie, siehe Kapitel 2.3.1.3) bestimmt.

Die experimentellen Ansatze dieser Studie entsprachen den malgeblichen
Richtlinien der zustandigen Behorde (Bezirksregierung Rheinland-Pfalz) und
wurden genehmigt (Aktenzeichen 177-07/991-30).

2.1.2.6 Uberpriifung der Lage der implantierten Sonde

Nach Beendigung des zweiten Versuchtages wurden die Tiere mit Pentobarbital
oder Diethylether (Merck, Darmstadt) tief narkotisiert und per Dekapitation getotet.
Die Kopfhaut wurde aufgeschnitten, die Schadeldecke mit Schere und Pinzette
entfernt und danach das Gehirn mit einem Minispatel herausgeschalt. Mit einer
Rasierklinge wurden Schnitte in Sondennahe angefertigt.

Die Position der Sonde wurde visuell bzw. makroskopisch Uberpruft. Nur
Ergebnisse von Versuchstieren mit richtiger Lokalisation der Sonde wurden in die

Auswertung aufgenommen.
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2.1.2.7 In vitro-Wiederfindungsrate von ACh im Perfusat

Die ACh-Konzentration im Dialysat liegt — methodisch bedingt — unter den
tatsachlichen absoluten Konzentrationen im EZR, da wahrend der Perfusion nur
ein teilweiser Ausgleich der Konzentrationen beider Kompartimente (Perfusat,
EZR) stattfindet.

Die Wiederfindungsrate hangt von der Bauweise der Sonde (bei gleicher
Konstruktionsweise gleiche Ausbeute), von den Membraneigenschaften, der
Austauschlange, den physiko-chemischen Eigenschaften der interessierenden
Substanz, den Diffusionseigenschaften der Substanz im Gewebe und von der
Flussgeschwindigkeit der aCSF durch die Sonde ab (Benveniste und Huttemeier,
1990). Um eine Aussage daruber treffen zu kdnnen, wie das Verhaltnis zwischen
der tatsachlichen endogenen ACh-Konzentration im EZR des Gehirns und seiner
Konzentration im Dialysat ist, wurde die Wiederfindungsrate, die sogenannte ,in
vitro recovery*, bestimmt.

Die relative Ausbeute wurde stichprobenartig ermittelt. Hierzu wurde eine Sonde in
eine Perfusionslosung (37 °C) getaucht, die 0.1 oder 1 uM ACh enthielt; perfun-
diert wurde sie mit ACh-freier aCSF bei einer Geschwindigkeit von 2 ul/min. Aus
der die Sonde umgebenden Losung gelangen die diffundierenden Molekule nicht
quantitativ in das Perfusat. Nach einer Stunde Vorlaufzeit wurden viertelstundlich
Proben des Perfusates gesammelt und mittels HPLC (siehe 2.3.1.3) analysiert.
Die Wiederfindungsrate ist definiert als das Verhaltnis zwischen der Konzentration
dieser Substanz im Dialysat und ihrer Konzentration in der Umgebungslosung
(Benveniste und Huttemeier, 1990). Unter in vivo-Bedingungen entspricht die
letztgenannte Konzentration der extrazellularen Konzentration der Substanz. Die
Wiederfindungsrate der Mikrodialyse mit Striatum-Sonden betrug fur ACh 27-34 %
und fur Ch 32-34 %; bei einer 1 yM Umgebungslosung befanden sich im Dialysat
demnach 270-340 nM ACh bzw. 320-340 nM Ch. Diese Daten flur die in vitro
recovery von ACh sind vergleichbar mit denen kauflich erworbener (Benveniste,
1989) und anderer, selbst gebauter Mikrodialysesonden (Damsma et al., 1987;
Toide et al., 1989).
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2.1.3 Entnahme von Cerebrospinalflussigkeit

Die Versuchstiere wurden gewogen, mit 10 mg/kg i.p. Hyperforin (siehe 2.2.1.4)
behandelt und nach einer bzw. zwei Stunden (jeweils n=4) mit Pentobarbital (40-
80 mg/kg i.p.) anasthesiert.

Die Cerebrospinalflussigkeit (CSF) wurde durch Punktierung der Cisterna
cerebello medullaris nach einer Vorschrift von Chou und Levy (1981) gewonnen.
Nach Sagittalschnitt und durch stumpfe Trennung der Nackenmuskeln mittels
zweier flacher Pinzetten wurde die Punktionsstelle, die Membran Uber der
Cisterna magna, freiprapariert. Zur Punktierung wurde der Kopf des Versuchtieres
rechtwinklig nach unten gebeugt. Die CSF-Gewinnung erfolgte in waagerechter
Haltung des Kopfes, per Insertion einer 14-gauge Kanule, an deren Ende ein
dunner Plastikschlauch befestigt war, Uber den ca. 50-100 pl farbloses CSF-
Punktat in eine 1ml-Luer-Lock-Spritze (Braun) aufgezogen wurden.

Die Abwesenheit von Blut konnte routinemalflig durch optische Kontrolle bestatigt
werden. Die CSF wurde ohne weitere Aufarbeitung der HPLC-Analytik unterzogen
(siehe Abschnitt 2.3.2.1).

2.1.4 Gewinnung und Aufbereitung von Rumpfblut

Den Versuchstieren wurde eine Dosis von 10 mg/kg Hyperforin i.p. appliziert.
Nach 30, 60 und 120 Minuten (jeweils n=4) wurden sie dekapitiert und unter
Vorlage von Heparin in ein Eppendorf-Reaktionsgefal® entblutet.

Das aufgefangene Mischblut (arterielles und vendses Blut) wurde zur Herstellung
von Plasma sofort bei Raumtemperatur, 800 x g 10 Minuten zentrifugiert. Ein
Aliquot des Uberstandes, des Plasmas, wurde mit zwei Volumina eisgekihlten
96%igen Ethanols zur Fallung der Plasmaproteine versetzt, intensiv gemischt und
das Prazipitat 10 min bei 12000 x g abzentrifugiert. Ein definiertes Volumen des
Uberstandes wurde durch Evaporation unter Stickstoffbegasung zur Trockne
eingedampft, der Ruckstand in mobiler Phase (siehe Abschnitt 2.3.2.1)
aufgenommen und der in diesem Extrakt interessierende Analyt Hyperforin mittels

HPLC und elektrochemischer Detektion (vgl. 2.3.2.1) umgehend bestimmt.
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2.2 Bestimmung der Cholinaufnahme

Die Experimente zur Untersuchung der hochaffinen Cholinaufnahme wurden an
Synaptosomen durchgeflhrt. Synaptosomen sind von einer geschlossenen
Membran umgebene Partikel, die den prasynaptischen Endigungen von
neuronalen Zellen entsprechen; sie entstehen bei dem Vorgang des
Homogenisierens durch AbreiRen der Nervenendigungen vom Axon und
Wiederverschmelzung der Membranenden. Neben prasynaptischen Vesikeln
enthalten sie auch funktionstlichtige Mitochondrien zur ATP-Produktion und
weisen gelegentlich anheftende postsynaptische Membranen auf. Synaptosomen
sind metabolisch kompetent, betreiben Zellatmung, nehmen Glukose und
Sauerstoff auf und halten durch lonenpumpen in der Membran die
Konzentrationen von Natrium und Calcium in der Zelle niedrig und die Kalium-
Konzentration hoch. Das Synaptosomen-Membranpotential entspricht dem
normalen Membranpotential (-70 mV) und die Inkubation in depolarisierenden
Medien ruft einen Calcium-Einstrom hervor, gefolgt von einer Neuro-
transmitterfreisetzung (Whittaker, 1992). Seit ihrer Entdeckung 1958 durch
Whittaker und Mitarbeiter wurden verschiedene Methoden zur Gewinnung
moglichst homogener Fraktionen etabliert (Whittaker, 1992). Die in der

vorliegenden Arbeit angewendete Methode ist im Abschnitt 2.2.1.2 erlautert.

2.21.1 Losungen, Praparationsbesteck, Gerate

m HEPES-Saccharose-Puffer: 320 mM Saccharose (Merck, Darmstadt), 10 mM HEPES-Base
(N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N"-2-ethansulfonsaure, Merck, Darmstadt), pH-Wert von 7.2-
7.4 nach Begasung mit Carbogen (95% O,, 5% CO,)
B Krebs-Ringer-Puffer, KRP: 122 mM NaCl, 4.9 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 15.8 mM Na,HPO,,
1.2 mM MgSO,, 11.1 mM Dextrose, (Merck, Darmstadt), pH-Wert von 7.2-7.4 nach
Begasung mit Carbogen (95% O, 5% CO5)
m  modifizierte KRP-Lésungen: pH-Wert von 7.2-7.4 nach Begasung mit Carbogen
¢ Natrium-freie KRP: Na wurde isotonisch durch Saccharose 252 mM und Trisphosphat
15.8 mM ersetzt

e Hemicholinium-3-haltige KRP: enthielt 1 yM Hemicholinium-3 (HC-3, von Sigma Co.,
Deisenhofen, Deutschland erworben)

e 62mM-K'-KRP: 65 mM NaCl (die Konzentration wurde verringert, um Isoosmolaritat zu
gewabhrleisten), 62 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 15.8 mM Na,HPQO,, 1.2 mM MgSQO,, 11.1

mM Dextrose (Merck, Darmstadt)
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B Praparationsbesteck: Schere, kleiner Spatel, stumpfe Pinzette, Mikroloffelspatel, Skalpell,
Rasierklinge, Haarpinsel

m Eisbadeinsatze fir Reaktionsgefalie, eisgefiillte Polyurethanwanne, darin Becherglas und
Petrischale mit Carbogen-begaster KRP, in KRP getranktes Filterpapier auf eisgefullter
Petrischale, konischer Glas-Homogenisator

B Heraeus-Zentrifuge (P1-Fraktion); Ultrazentrifuge: Beckmann L-8-70 M mit .fixed angle*-
Rotor Ti 70 (Po-Fraktion)

B (Tarier-) Analysenwaage vom Typ sartorius analytic, Sartorius GmbH Géttingen
2.21.2 Synaptosomen-Praparation aus Rattencortices

Das Versuchstier, eine SD-Ratte (Gewicht 270-320 g), wurde morgens um 9.00 h
aus dem Tierstall geholt (Haltung wie unter 2.2.1 beschrieben).

Nach Dekapitation des Tieres wurde die Kopfhaut aufgeschnitten, die
Schadeldecke freiprapariert und mit einer Schere und einer flachen stumpfen
Pinzette aufgebrochen. Das Gehirn konnte dann mit einem Mikroloffelspatel aus
der Schadelgrube herausgeschalt werden.

Auf einem mit kalter (4 °C) KRP getrankten Filterpapier wurde das Gehirn mit
einem Skalpell in Hemispharen getrennt und eine Gehirnhélfte sofort in
eisgekuhlter und mit Carbogen (siehe 2.2.1.1) aquilibrierter KRP
zwischengelagert, wahrend der Kortex der anderen Halfte mit Hilfe einer
Rasierklinge in diinnen Schnitten abprapariert wurde.

Die Kortexstuckchen, etwa 150 mg, wurden dann nach einer Methode von Murrin
und Kuhar (1976) als Synaptosomen aufgearbeitet. Die Gewebeschnitte wurden
sofort mit einem feinen Haarpinsel in einen mit Saccharose-HEPES-Puffer
beschickten konischen Homogenisator uberfuhrt. Das Homogenat wurde bei 1000
X g, 4 °C, 10 Minuten lang zentrifugiert, das erste Pellet (P4-Fraktion) verworfen,
der Uberstand (Ss-Fraktion, supernatant) auf drei Ultrazentrifugenglaser verteilt
und bei 17.000 x g, 4 °C weitere 10 Minuten zentrifugiert.

Die resultierenden P,-Synaptosomen-Pellets wurden somit von dem Saccharose-
Puffer getrennt. Diese drei Po-Fraktionen wurden mittels einer Pasteurpipette mit
leichten Huben in je einem definierten Volumen normaler KRP bzw. Natrium-freier
KRP bzw. HC-3-haltiger KRP sorgfaltig rehomogenisiert und fur die HACU-

Bestimmung, wie im folgenden Abschnitt 2.2.1.3 beschrieben, verwendet.
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2.2.1.3 Hochaffine und niedrigaffine [*H]-Cholin-Aufnahme in

Synaptosomen, biochemische Methode

Die Bestimmung des High Affinity Choline Uptake (HACU) und des Low Affinity
Choline Uptake (LACU) wurde in synaptosomalen Praparationen von Sprague-
Dawley-Rattencortices (Gewinnung des biologischen Materials im Abschnitt
2.2.1.2 erlautert) nach einer von Murrin und Kuhar (1976) beschriebenen Methode
durchgeflhrt.

Die Gewebeproben wurden in drei verschiedenen Losungen aufgenommen: in
normaler KRP, in Natrium-freier KRP und in HC-3-haltiger KRP. Je Pj-
Synaptosomenfraktion wurden zwei [*H]-Cholinaufnahme-Parallelbestimmungen
und eine Proteinbestimmung (siehe Kapitel 2.2.2) durchgefuhrt. Die Aliquots
wurden im temperierten Wasserbad bei 37 °C mit entsprechendem Puffer oder mit
Testsubstanz enthaltender KRP und anschliessend - flr die Messung der
Cholinaufnahme - mit 50nM [*H]-Cholin ([Methyl->H]-Cholinchlorid von DuPont-
NEN, Bad Nauheim, Deutschland bezogen) bei 30 °C exakt 5 Minuten inkubiert.
Die [°H]-Cholinaufnahme, als energieabhangiger Transportprozess, wurde durch
Stellen der Proben auf Eis und sofortiges Hinzufugen eisgekuhlter KRP gestoppt.
Nach der Zentrifugation bei 1400 x g, 1 °C und 10 min wurden die Pellets drei Mal
gewaschen (alternierend resuspendiert und zentrifugiert bei 1400 x g, 10 min und
4 °C) und daraufhin zur Membransolubilisierung mit Methanol (Merck) versehen.
AnschlieBRend wurden sie in Szintillationsglasern mit Szintillationsflussigkeit
gemischt.

Die in die Synaptosomen inkorporierte Radioaktivitat wurde im Szintillationszahler
Packard Liquid szintillation analyzer 1600 CA gemessen.

Der Low Affinity Choline Uptake (LACU) wurde in Inkubationen mit Natrium-freier
KHB oder in Gegenwart von 1 yM HC-3 bestimmt und als [BH]-ChoIin—Aufnahme
(dpm/mg Protein/ 5 min) ausgedruckt.

Der High Affinity Choline Uptake (HACU) ist aquivalent mit dem Natrium-
abhangigen bzw. Hemicholinium-3-sensitiven Anteil der Cholinaufnahme und
definiert sich als Differenz von [*H]-Cholin-Gesamtaufnahme, bei mit normaler
KRP inkubierter Po-Fraktion, minus LACU.
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2.2.1.4 Eingesetzte Substanzen

Das Hyperforin-Natrium-Salz wurde von der Firma Schwabe Karlsruhe zur
Verfligung gestellt und aus Hypericum perforatum, Johanniskraut, wie in
Chatterjee et al. (1999a) beschrieben, gewonnen.

Hyperforin wurde unmittelbar vor dem Versuch in Puffer gelost und 15 Minuten
vor der [3H]—Cholin—Zugabe hinzugefugt. Hyperforin wurde in Konzentrationen von

1-100 pM eingesetzt.

Folgende Substanzen wurden in den Versuchen den Inkubationen zugesetzt:

R0-31-8220 | Proteinkinase-C-Inhibitor, in DMSO geldst (Endkonzentration 1 %, V/V),
1 uM eine aquvalente Menge DMSO (Dimethylsulfoxid, Sigma, Deisenhofen)

wurde den Kontroll-Inkubationen hinzugefugt;

KN62 Calcium/Calmodulin-Kinase-lI-Hemmstoff, in DMSO gelost
1 uM (Endkonzentration 1 %, V/V), eine aquvalente Menge DMSO wurde den

Kontroll-Inkubationen hinzugefligt;

DbcGMP zyklisches N2,2°-O-Dibutyrylguanosin-35’-Monophosphat-Na-Salz,
100 uM zellpermeables, hydrolysestabiles cGMP-Analogon und Protein-Kinase-
G-Aktivator

L-NMMA NC-Monomethyl-L-Arginin, kompetitiver, unselektiver Inhibitor aller drei

100 uM NO-Synthase-Isoformen; ICsy = 3.3 uM flr neuronale NOS (Rattenhirn)
W7 N-(6-Aminohexyl)-5-chloro-1-naphthalin-sulfonamid HCI; unspezifischer
10 uM Calmodulin-Antagonist, Inhibitor der Calcium/Calmodulin abhangigen

Phosphodiesterase, IC5q= 51 uM

TFP Trifluoroperazin-Dihydrochlorid; D,-Antagonist und Calmodulin-
10 uM Antagonist, weiterhin Hemmestoff der Calcium/Calmodulin-abhangigen
Phosphodiesterase; gelést in DMSO (Endkonzentration 1 %, V/V)

(Calbiochem, Schwalbach, Deutschland)
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2.21.5 Experimente mit vorgeschalteter Depolarisation

Die P,-Fraktion wurde in einem Hoch-Kalium-Puffer 62mM-K*-KRP aufgenommen.
Es folgte eine 15minttige Vorinkubation der Synaptosomen bei 37 °C in diesem
depolarisierenden Medium, woraufhin bei 1400 x g, 1 °C, 10 Minuten lang
zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Sediment in HEPES resuspendiert und
nochmals zentrifugiert wurde. AnschlieBend wurden die Pellets in einem
definierten Volumen physiologischer KRP-Lésung dispergiert und die Aliquots flr
die Wirkstoffinkubationen (Hyperforin, KN-62, Ro 31-8220) und die darauffolgende
HACU-Bestimmung (Zugabe des radioaktiven [*H]-Cholins) verwendet. Die

Wirkstoffe waren Uber die Dauer der [3H]—Cholinaufnahme prasent.

2.21.6 Experimente mit gleichzeitiger Depolarisation

In diesen Versuchen fand eine 15mindtige Inkubation des P, Pellets mit
depolarisierender 62mM-K*-KRP und dem jeweiligen Wirkstoff (Hyperforin, KN-62,
Ro 31-8220) statt. Das anschlielende Zentrifugieren und das Waschen mit
HEPES erfolgte gemals dem unter Abschnitt 2.2.1.3 beschriebenen Protokoll. Vor
der Zugabe des [°H]-Cholins wurde das Pellet in physiologischer KRP
resuspendiert, wodurch die Wirkstoffe wahrend der [®H]-Cholin-Inkubation nicht

mehr prasent waren.

2.2.2 Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes der luftgetrockneten P,-
Synaptosomen-Pellets (siehe Kaptitel 2.2.1.3) erfolgte nach der Methode von
Lowry et al. (1951). Das in den Fraktionen enthaltene Protein wurde nach Zugabe
von 1,5 ml 1N Natronlauge in einer Ubernachtinkubation herausgeldst. Nach der
Zentrifugation am Folgetag wurden 50 pl-Aliquots dieser Losungen mit Wasser im
Verhaltnis 1:20 verdunnt und der Proteingehalt der Proben ermittelt. Die Methode
beruht auf einer Reaktion der Proteine mit Molybdatophosphat (Folin-Ciocalteau-
Reagenz) in kupferhaltiger alkalischer Losung unter Ausbildung eines blauen
Farbkomplexes, dessen Extinktion photometrisch (Shimadzu UV-visible recording
Spectrophotometer) bei 750 nm gemessen wurde. Zur Quantifizierung der Proben
wurde jeweils eine Eichgerade mit Rinderserumalbumin als Standard (10-80 pg/ml

BSA, Sigma, Deisenhofen) und Daten aus Doppelbestimmungen erstellt.
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2.3 HPLC-Bestimmungen mit elektrochemischer

Detektion

2.3.1 Bestimmung von ACh und Ch im Dialysat mittels HPLC

2.3.1.1 HPLC-Pufferzusammensetzung

NaH,PO,4-Monohydrat, 29 mM (4.002 g/l) (Merck, Darmstadt)

Natriumacetat-Trihydrat, 22 mM (2.994 g/l) (Merck, Darmstadt)

EDTA (Titriplex lll, Athylendinitrilotetraessigsaure) 0.373 mM (120 mg/l) (Merck, Darmstadt)
Kathon, 5 ml/l; eine 1 % (viv) Verdiinnung der 1,5 % (w/v) ProClin™ 150 Microbiocide,
reagent for use as a preservative for chromatographic testing (5-Chloro-2-methyl-4-

isothiazolin-3-on, 2-Ethyl-4-isothiazolin-3-on) (Rohm und Haas)

2.3.1.2 Pufferherstellung

Waage: Kern 440-47 (max 1200g , d=0,1 g) Kern&Sohn GmbH, Albstadt
Analysenwaage: sartorius analytic, Sartorius GmbH Goéttingen

Ultraschallbad: Branson 5200

Magnetrihrer: Heidolph

PH-Meter: INO-LAB ph level-1

Vakuumpumpe: KNF Neuberger, Type N 022 AN.18, D-79112 Freiburg
Woulffsche Flasche: 1000 ml, Rottenberg G, Schott Duran
Vakuumfiltrationseinheit: 2-L-Filtratflasche, Schott Duran

Membranfilter: Schleicher&Schuell RC58, 0.2uM, & 50 mm, Dassel, Germany

Die Pufferlosung (Zusammensetzung siehe 2.3.1.1) wurde als 4-Liter-Ansatz

hergestellt, um den Betrieb von zwei HPLC-Anlagen eine Woche lang

durchgehend zu gewahrleisten.

Durch den Zusatz von ProClin® (siehe 2.3.1.1) blieb die Lésung solange keimfrei.

Ihr pH-Wert wurde mit 5 N Natronlauge auf 8.4 eingestellt.

Nach Homogenisierung wurde der Puffer unter Vakuum durch einen 2 pm-

Membranfilter filtriert und anschlieRend 20 Minuten lang im Ultraschallbad entgast.
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2.3.1.3 Beschreibung der HPLC-Bestimmungsmethode

FUr die Analyse kleinster Mengen von ACh und Ch im Perfusat eignet sich die
HPLC-Technik (Hochleistungsflissigkeitschromatographie) am besten (Potter und
Hanin, 1988). Eine hochsensitive Analytik stand zur Verfligung; es wurde ein
HPLC-System mit elektrochemischer Detektion verwendet, das im Einzelnen aus

Folgendem bestand:

B Injektor: CMA/200 Refrigerated Microsampler, Axel Semrau GmbH&Co, Sprockhdvel;
(Software: CMA/200Left System)

Pumpe: PM-80 Solvent Delivery System, BAS

Trennsaulen: BAS SepStik Microbore column, ID 1 mm, UNIJET Ach/Ch 1 x 530 mm
Bioanalytical System Inc., Kent (USA)

Enzymreaktor: immobilisierte AChE ( E.C.3.1.1.7) und Cholinoxidase (ChO, E.C.1.1.3.17)
Detektor: LC-4C amperometric detector, BAS, Axel Semrau, Sprockhdvel

Schreiber: Kipp&Zonen BD40

ACh- und Ch-Standard: Acetylcholin-Chlorid, Cholinchlorid, kristallin, Sigma, Deisenhofen

Mikrodialysat

HPLC-Pumpe BAS PM-80

Chromatographische Trennung

Microbore-Polymer-Trennsaule

Enzymatische Bildung von H,O,:

Enzymreaktor AChE choO
ACh »Ch + (Acetat) » H,0, + Betain

Elek hemischer Detek
ektrochemischer Detektor Detektion von H,O,: Platinelektrode, Potential +500 mV

Chromatogramm Retentionszeiten: ACh 10.3 min, Ch 12.1 min

Abbildung 2.8: Schema der HPLC-Bestimmung von Acetylcholin und Cholin mittels
elektrochemischer Detektion

Die auf der Microbore-Saule getrennten und dann eluierten Substanzen werden im Enzymreaktor
in einer enzymatischen Hydrolyse (ACh) und anschlieflender Oxidation (Ch) zu Wasserstoffperoxid
umgewandelt, welches an der Platinelektrode (Arbeitsspannung + 0.5 V) zu einer detektierbaren
Anderung des Stromflusses flihrt.
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Eine hohe Nachweisempfindlichkeit von ACh im fmol-Bereich kann durch die
Verwendung von Trennsaulen sehr geringen Innendurchmessers erreicht werden
(1 mm, ,microbore“-Technik) (Kissinger und Shoup, 1990).

Das Prinzip der Methode entspricht der in der Abbildung 2.8 beschriebenen
Anordnung. Der Trennsaule war ein Enzymreaktor nachgeschaltet, der mit
immobilisierter Acetylcholinesterase (AChE) und Cholinoxidase (ChO) beladen
war. Als Eluent diente der unter Abschnitt 2.3.1.1 beschriebene Puffer.

Der Druck betrug 200-250 bar bei einer Flussrate von 0.13 ml/min. Das Dialysat
konnte - da proteinfrei - ohne weitere Aufarbeitung auf die Trennsaule gebracht
werden; aus denen im HPLC-Vial vorliegenden 10 ul wurden automatisch jeweils
5 pl injiziert, wonach ACh und Ch voneinander getrennt werden konnten.

Im nachgeschalteten Enzymreaktor wurde das als erstes eluierte ACh durch die
immobilisierte AChE zu Cholin und Acetat hydrolysiert; Cholin wurde durch die
Cholinoxidase zu Wasserstoffperoxid und Betain oxidiert. Das H,O, flhrte an einer
nachgeschalteten Platinelektrode, deren Arbeitsspannung +0.5 V betrug, zu einer
detektierbaren Anderung der Stromstérke. Diese war im Bereich zwischen 10 fmol
und 3 pmol proportional zu den in den Proben enthaltenen ACh-Konzentrationen.
Bei oben genannter Flussrate ergaben sich Retentionszeiten von 10.3 Minuten fur
ACh und 12.1 Minuten fir Ch.

Die Nachweisgrenze lag bei 5-10 fmol fur ACh. Diese Bestimmungsmethode
eignet sich besonders ACh und Ch, die weder elektroaktiv sind noch via UV- oder

Fluoreszenz-Absorption detektiert werden konnen.
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2.3.2 Quantifizierung des Hyperforins in aCSF, CSF und Plasma

2.3.21 HPLC-ECD-Methode

Der Hyperforingehalt in den aCSF-, Plasma- und CSF-Punktat-Proben (siehe
Abschnitte 2.1.3, 2.1.4 und 2.1.2.4.3) wurde mittels HPLC, unter Verwendung
einer Gynkotek 300C Prazisionspumpe, einer Eurospher-100 C8 Vertex Saule
(125 x 4 mm; Knauer, Berlin, Deutschland) und eines bei 1.0 V betriebenen
elektrochemischen Detektors Biometra EP-30 bestimmt. Die Datenaufzeichnung
erfolgte anhand des Kipp&Zonen-Schreibers Type BD 111. Das Flieimittel setzte
sich folgendermallen zusammen: 72 Teile Acetonitrii (HPLC-Reinheitsgrad,
Merck, Darmstadt), 24 Teile Wasser, 4 Teile Methanol (HPLC-Qualitat, Merck) und
25 mM Perchlorsaure (Merck). Bei einer Flussrate von 0.5 ml/min betrug die

Hyperforin-Retentionszeit 8.1 Minuten, das Detektionslimit lag bei 1.0 ug/ml.

Abbildung 2.9 Typische Chromatogramme von Hyperforin (Peak sternmarkiert)

a.) 0.625 ng Hyperforin o.c.(on column, Schleifenvolumen 20 ul), Peakhtéhe 99 mm
b.) 0.3125 ng o.c., Peakhdhe 50.5 mm

c.) 0.156 ng o.c., Peakhdhe 28.5 mm

d.) 0.078 ng o.c., Peakhdéhe 12.5 mm
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2.3.2.2 Stabilitat von Hyperforin in aCSF

Die im Abschnitt 2.3.2.1 beschriebene HPLC-ECD Methode wurde auch fiur die
Stabilitatsbestimmung von Hyperforin in wassrigen Losungen verwendet.

Unter Lichtabschluss und bei Lagerung im Kuhlschrank erwies sich ein
Substanzansatz in aCSF als ziemlich stabil (siehe Ergebnisse); die Halbwertszeit
(t 1») betrug ca. funf Tage. Im Gegensatz hierzu zersetzte sich das Hyperforin bei
Lichtexposition und Raumtemperaturlagerung schon binnen Stunden (t 1, = 6 h).
Aus diesem Grund wurden Hyperforin-Losungen flr jedes Experiment frisch

hergestellt.

2.4 Verhaltensversuche

241 Bestimmung der motorischen Aktivitat von Mausen

Die spontane lokomotorische Aktivitat von adulten Balb CJ DM 2 Mausen (Charles
River, Sulzfeld, Deutschland) gleichen Geschlechts (mannlich), mit einem Gewicht
von ca. 22-25 g, wurde tagsuber in einem ZW 41 Laue-Elektromechanik-
Motilimeter (EImshorn, Deutschland) quantitativ erfasst.

Das Prinzip der Methode ist in der Publikation von Koéppen et al. (1996)
beschrieben worden. Jeweils 5 Mause wurden in einen runden Plexiglaskafig mit
einem Durchmesser von 24 cm gesetzt und dann fur exakt 2 min auf eine runde
Siebplatte der oben genannten Apparatur gestellt.

Die horizontalen Bewegungen der Tiere wurden anhand von 19, unter jeder
Offnung dieser Platte befindlichen, Photozellen automatisch registriert. Die
Photozellen wurden von einer Uber dem Kafig angebrachten Lampe bestrahlit.
Uberquerte eine Maus eine dieser Offnungen, wurde der Lichtstrahl unterbrochen
und ein Impuls auf einen Zahler gegeben, auf dem sich die Signale summierten,
die durch die gesamte Mausegruppe ausgelost wurden.

Die spontane lokomotorische Aktivitat entspricht der Gesamtzahl der erfassten
Impulse in einem definierten Zeitintervall.

Es wurden drei Versuchsgruppen a 5 Mausen gebildet und zwar eine mit 0.9 %
Kochsalzlésung behandelte und zwei weitere, denen 1 mg/kg bzw. 10 mg/kg

Hyperforin i.p. appliziert wurde.
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Die Aktivitat jedes Kollektivs wurde bestimmt, wobei strikt darauf geachtet wurde,
dass die Zeit, die jede Gruppe im Plexiglasbehalter des Messgerates vor der
eigentlichen Messung verbrachte (Vorperiode), konstant gehalten wurde, exakt
2 min dauerte und die anschlielRende Versuchsperiode in der 3. und 4. Minute
erfolgte.

Die jeweiligen ersten Messwerte wurden ins Versuchsprotokoll eingetragen und
15 min spater entweder Kochsalz oder die Testsubstanz appliziert. 30, 60 und 90
min nach der Injektion wurde die Aktivitat der einzelnen Gruppen erneut bestimmt.
Das Experiment wurde zwei Mal wiederholt.

Die Resultate wurden als Durchschnittswerte der Lichtstrahlunterbrechungen von
drei gleich behandelten Gruppen angegeben und auch als Prozent der Aktivitat

der mit Kochsalz behandelten Tiere gezeigt.

2.4.2 Modifizierter Irwin-Test

Das spontane Verhalten von SD-Ratten nach intraperitonealer Gabe von
Hyperforin wurde in einem nach Irwin (1966 und 1968) modifizierten Test
beobachtet. Nach einer Eingewdhnungsphase von einer 2 Stunde wurden die
Tiere in Einzelkafige gesetzt und Uber den Zeitraum von 2 Stunden observiert.

Auf folgende auldere Erscheinungszeichen wurde geachtet: Ptosis, Exophthalmus,
Tranenflul (rétliche Farbung durch das Sekret der Harder'schen Drise),
Salivation, Fellbeschaffenheit, Durchfall, Koérperhaltung, Abduktion der
Extremitaten, grober Tremor.

Je 3 Tiere erhielten physiologische Kochsalzlosung i.p. (1ml/kg KG) oder 10 mg/kg
i.p. Hyperforin (in 0.9 % NaCl geldst, Applikationsvolumen 1 ml/kg KG). Alle 15
Minuten wurden alle Tiere ohne Stérung einzeln betrachtet und die Symptome

registriert.
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2.5 Statistik

Die Messergebnisse der einzelnen Versuchsreihen wurden, sofern nicht anders
angegeben, durch die Berechnung des Mittelwertes x zusammengefasst und die
Abweichungen davon jeweils als Standardfehler des Mittelwertes ( SD /\ n = SEM,
standard error of mean) angegeben.

Dosis-Wirkungs-Kurven wurden mithilfe nichtlinearer Regression (einphasischer
exponentieller Abfall) unter Verwendung des Computerprogrammes GraphPad
Prism® kalkuliert, ebenso die ICso-Werte und die Hill-Koeffizienten.

Die Ergebnisse der HACU-Experimente sind Mittelwerte x £ SEM aus n = 4-7
unabhangigen, mit biologischem Material von jeweils unterschiedlichen Tieren
durchgefuhrten Versuchen, wobei jeder Einzelwert das Resultat einer
Doppelbestimmung ist.

Zur Uberpriifung statistischer Signifikanz wurden die Ergebnisse mit Hilfe des
Computerprogrammes Instat 2® GraphPad Software einer ein- oder/
zweifaktoriellen Varianzanalyse [ Ein-Weg / Zwei-Wege ANOVA, Analysis of
Variance ] unterzogen. Vergleiche zweier Versuchsreihen wurden mit Hilfe des
Student-t Tests durchgefuhrt (Kenakin, 1993).

Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5 % (Wahrscheinlichkeitswert, p-Wert
von unter 0.05 [ * ] ), wurde das Ergebnis als signifikant gegentber der Kontrolle
angesehen, als hochsignifikant ein p-Wert von unter 0.01 [ ** ] bzw. unter 0.001
[ *** ] bezeichnet (Geigy, 1980; Sachs, 1992). Statistische Signifikanzen wurden
anhand der in eckigen Klammern vermerkten dreistufigen Sternsymbolik
angeordnet.

Wegen interindividueller Schwankungen wurden die Resultate in Prozent des
jeweiligen Kontrollversuches (der als 100 % definiert wurde) umgerechnet und
dann gemittelt.

In den Legenden der Abbildungen sind die Anzahl n der Einzelergebnisse, der
Mittelwert x, der mittlere Fehler des Mittelwertes SEM, sowie das Ergebnis der

statistischen Tests wiedergegeben.

50



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Lagerstabilitat von Hyperforin in wassrigen Losungen

Hyperforin (C3sHs5204), ein Acylphloroglucinol, ist eine lipophile Verbindung, die als
eine der wertbestimmenden Inhaltsstoffe von Johanniskraut betrachtet wird. Die
Substanz ist oxidationsempfindlich und zersetzt sich unter dem Einfluss von Licht
und Warme (Erdelmeier, 1998). Die Stabilitat von Hyperforin in unterschiedlichen
Extraktionsmitteln (Extraktanteil ca. 2-4 %) differiert sehr stark. In Lésung wurde eine
ausgepragte Destabilisierung bei abnehmender Polaritat des Losungsmittels
beobachtet: Hyperforin in n-Heptan zersetzte sich zu 100 % binnen 25 min
(Maisenbacher und Kovar, 1991; Erdelmeier, 1998).

Die Struktur eines Oxidationsproduktes namens Orthoforin wurde von Orth et al.
(1999c) aufgeklart, ferner untersuchten Orth et al. (2000) die Stabilitat von Hyperforin
und Adhyperforin (Strukturformeln siehe Einleitung), schlugen Stabilisierungs-
malnahmen vor und wiesen den beiden Substanzen ein identisches Stabilitats-
verhalten zu.

Langzeit-Stabilitatsuntersuchungen von Hyperforin in Losung Uber 8 Monate
ergaben, dass bei Tiefkihl-Lagerung unter Stickstoffatmosphare keine oxidative
Zersetzung zu verzeichnen war; in den getrockneten Extrakten Ubte die
Drogenmatrix einen stabilisierenden Effekt auf Hyperforin aus (Orth, 1999a). Gray et
al. (2000) untersuchten methanolische Auszuge hinsichtlich ihrer Hyperforin-Gehalte
unter verschiedenen Lagerbedingungen: Licht- und Luftexposition fUhrten zu einer
raschen Degradation auf 7 % schon nach 120 min, wohingegen Aufbewahrung im
Dunkeln und unter Luftabschluss ergab, dass die Hyperforingehalte Gber eine Zeit
von 20 h stabil blieben.

In den folgenden Abschnitten 3.1.1 und 3.1.2 werden Ergebnisse der Untersuchung
der Stabilitat von Hyperforin in wassrigen Losungen, speziell in artifizieller

Cerebrospinalflissigkeit (aCSF), vorgestellt.
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3.1.1 Lichtgeschiitzte Lagerung bei 4 °C

Zur Untersuchung der Stabilitat von Hyperforin in aCSF wurden 4 verschiedene
Lésungen einer Konzentration von 100 yM in braunen 4-ml Probenglasern (Merck)
im Kuhlschrank Uber mehrere Tage aufbewahrt. Das residuale Hyperforin in den
Ansatzen wurde mittels HPLC-ECD (siehe Methoden) bestimmt. Die Proben wurden
Uber 9 Wochen gelagert, die Ergebnisse sind in der Abbildung 3.1 dargestellt. Die
Halbwertszeit (t +;) betrug 5 Tage.
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Abbildung 3.1: Zeitverlauf der Hyperforindegradation bei lichtgeschiitzter Lagerung und 4°C
in aCSF

Hyperforin wurde zu 100 uM in Perfusionsflissigkeit gelost und die Ansatze dunkel und gekuhlt Gber
Wochen aufbewahrt. Das Hyperforin wurde mittels HPLC-ECD quantifiziert. Die Kalkulation der
nichtlinearen Regression (einphasischer exponentieller Abfall) erfolgte aus den eingezeichneten
Einzelwerten mithilfe des Computerprogrammes GraphPad Prism® (r2 = 0.895, Schaubild links;
r* = 0.919, Schaubild rechts). Die Rechtecke in den Schaubildern symbolisieren einzelne Werte.

3.1.2 Lichtexponierte Aufbewahrung bei Raumtemperatur

In einer zweiten Versuchsreihe wurden die Proben (100 uM Hyperforin in aCSF)
unter Lichtexposition und bei Raumtemperatur (RT) gelagert, was zu einer rapiden
Zersetzung der Testsubstanz fuhrte. Die Abbildung 3.2 stellt den Zeitverlauf des

Hyperforin-Abbaus unter diesen Bedingungen dar. Die ty, betrug ungefahr 6 Stunden.
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Abbildung 3.2: Abbaukinetik von Hyperforin bei Raumtemperatur und unter Lichteinwirkung

Hyperforin (100 uM in aCSF) wurde bei Raumtemperatur und Tageslicht stehenlassen. Hyperforin
wurde mittels HPLC-ECD quantifiziert. Die Berechnung der nichtlinearen Regression (einphasischer
exponentieller Abfall) erfolgte aus den eingezeichneten Einzelwerten unter Verwendung des
Computerprogrammes GraphPad Prism®(r* = 0.943). Die Rechtecke symbolisieren einzelne Werte.

3.2 Wirkungen des Hyperforins auf die synaptosomale

Cholinaufnahme in vitro

Hyperforin gilt als der bisher am besten charakterisierte Inhaltsstoff von Hypericum
perforatum und ist primar fur die Hemmung der synaptosomalen Wiederaufnahme
der Monoamine Serotonin (5-HT), Dopamin (DA) und Noradrenalin (NA) und
zusatzlich fur die Hemmung der neuronalen Aufnahme der Aminosauretransmitter
GABA und Glutamat verantwortlich (Mdller et al., 1998; Singer et al., 1999;
Wonnemann et al., 2001). Aufgrund der unspezifischen Hemmung dieser funf
Neurotransmitter-Transporter wurden die Mechanismen untersucht, die fur diese
Transmittersysteme gleichermal’en wichtig sind. Es gibt Evidenzen aus in vitro-
Experimenten fur die Verringerung des transmembranaren Natrium-Gradienten durch
Hyperforin (Singer et al., 1999). Ein solcher Effekt kdnnte diese einzigartige breite
Hemmcharakteristik des Hyperforins erklaren, namlich die Wiederaufnahme von
Neurotransmittern (DA, NA, 5-HT, Glu, GABA) in prasynaptische Endigungen Uber
deren Natrium-abhangige Transportsysteme zum Erliegen zu bringen (Chatterjee et
al., 1998b; Muller et al., 2001).
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Die Arbeitshypothese fur die folgenden in vitro-Versuche war daher, dass - aufgrund
der Effekte von Hyperforin auf den Na’-Gradienten - diese Substanz auch auf die
cholinerge Neurotransmission storend einwirken musste. Um die Interferenz der
Testsubstanz mit dem cholinergen System zu prifen, wurde untersucht, ob sie den
Natrium-abhangigen HACU (high-affinity choline uptake) beeintrachtigt, also die flr
die ACh-Synthese erforderliche Prakursoren-Zufuhr (Bereitstellung von Cholin)

unterbunden wird.

3.2.1 Prinzip der HACU-Bestimmungs-Methode

Die in der vorliegenden Arbeit angewendete Vorschrift zur Untersuchung der
hochaffinen Cholinaufnahme in die Synaptosomen basierte auf friher publizierten
Methoden (Yamamura et al., 1973; Mulder et al., 1974; Murrin und Kuhar, 1976;
Simon et al., 1976). Der Methode lag eine Inkubation mit [*H]-Cholin zugrunde (siehe
Methoden).

Die Differenzierung von HACU (high-affinity choline uptake) und LACU (low-affinity
choline uptake) erfolgte unter Verwendung zweier Charakteristika des HACU,
namlich Natrium-Abhangigkeit und HC-3-Sensitivitat (Kuhar und Murrin, 1978; Tucek,
1984). Anhand dieser zwei kennzeichnenden Kriterien konnte die HACU-Aktivitat
ermittelt werden:

e Bei Inkubation im Natrium-freien Medium wird der Transport Uber dieses
hochaffine, vom Natrium-Gradienten abhangige System, unterbunden, wobei
die niedrigaffinen Natrium-unabhangigen Carrier-Systeme (u.a. LACU) aktiv
bleiben.

¢ In Gegenwart von Hemicholinium-3 (HC-3, 1 uM), wird der HACU zu > 90 %
gehemmt, die niedrigaffinen Systeme allerdings nur zu < 10 %, so dass nach
Zugabe des markierten [*H]-Cholins zum Inkubationsansatz nur noch Werte
fur die Cholinaufnahme durch HC-3 insensitive Systeme bestimmt werden
konnten, d.h. den LACU.

HC-3, ein strukturelles Analogon des Cholins, hemmt den HACU selektiv und
kompetitiv mit einer Inhibitionskonstante K; von 0.02-1 yM und ist der wirksamste
Hemmstoff des HACU-Transporters (Jope, 1979).

Die Abbildung 3.3 zeigt exemplarisch die beiden Methoden im Vergleich. Die
Gesamtaufnahme (Summand) setzt sich aus HACU und LACU (Addenden)
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zusammen, wurde durch Inkubation der P,-Synaptosomen in physiologischem
Krebs-Ringer-Puffer (KRP) ermittelt und aus 6 Versuchsreihen als 8731 + 360 dpm
bestimmt. Die LACU-Aktivitdt wurde entweder in Abwesenheit von Natrium (Na®)
oder in Prasenz von 1 uyM HC-3 bestimmt. Der HACU errechnet sich aus der
Differenz Gesamtaufnahme minus LACU, entspricht also dem Natrium-abhangigen
und HC-3-sensitiven Anteil der Gesamt-Cholinaufnahme.

Die HACU-Saulen im Balkendiagramm 3.3 zeigen kalkulierte Werte. Bei Na*-freier
Bestimmung betrug die HACU-AKktivitat 45.2 + 12.2 % und der LACU 524 + 7.2 %
der Gesamt-Cholinaufnahme. Die Bestimmung anhand des Kriteriums der HC-3-

Sensitivitat ergab einen HACU-Anteil von 51.3 + 21.2 % und eine LACU-Fraktion von
49 +17.9 %.
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Abbildung 3.3: Prinzip der HACU-Bestimmung, Methodenvergleich

Die Messung des HACU erfolgte anhand zweier Methoden: Natrium-Abhangigkeit und HC-3-
Sensitivitat (vgl. Methoden). Drei verschiedene P.-Synaptosomen-Fraktionen wurden jeweils mit
normaler KRP (Gesamtaufnahme), mit Na'-freier KRP und mit 1uM HC-3 inkubiert, anschlieRend fiir
exakt 5 min mit [3H]-Cholin aufgeladen und die aufgenommene Menge radioaktiven Cholins per
Szintillationsmessung bestimmt. Die Radioaktivitdt der einzelnen Gruppen ist auf der Ordinate in
dpm/5 min angegeben: KRP (Gesamtaufnahme: 8731 + 360), Na'-freie KRP (HACU: 3946 + 483;
LACU: 4581 + 330) und 1uM HC-3 (HACU: 4479 + 954; LACU: 4279 + 768). Die gezeigten
Ergebnisse sind Mittelwerte + SEM aus n = 6 Versuchen. Die Gesamtaufnahme setzt sich
summarisch aus HACU und LACU zusammen. Totalaufnahme und LACU wurden im Experiment
bestimmt und die HACU-Werte hieraus rechnerisch ermittelt.

3.2.2 Hemmung des HACU durch Hyperforin

Die Wirkung des Hyperforins auf die Natrium-abhangige hochaffine Cholinaufnahme
in die Synaptosomen wurde anhand der bereits in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen
zwei Kriterien des HACU untersucht: Natrium-Abhangigkeit und HC-3-Sensitivitat.
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Die Abbildungen 3.4 und 3.5 zeigen die Ergebnisse der Wirkung von 10 uM
Hyperforin auf die Aktivitdit des HACU. Es handelt sich hierbei um aus jeweils 2
Melreihen zusammengefaldte Versuche (namlich Kontroll-Inkubationen und
Hyperforin-Versuchsreihen). HACU und LACU wurden zunachst durch Weglassen
des Natriums unterschieden (Abbildung 3.4, Na*-Abhangigkeit).

Kriterium: Na*-Abhangigkeit
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Abbildung 3.4: Hemmung des HACU, nicht aber des LACU durch Hyperforin 10 pM;
Bestimmung der HACU-Aktivitit anhand des Kriteriums der Na*-Abhéngigkeit

Die Abbildung vergleicht die Ergebnisse der HACU-Messung anhand des Kriteriums der Na'-
Abhangkeit (siehe Methoden) von unbehandelten Synaptosomen (Ktr = Kontrollversuche, links) mit
denen der 15mindtigen Hyperforin-Inkubation (rechts). Bei den Inkubationen inkorporiertes [3H]—Cholin
wurde per Szintillationsmessung bestimmt. Ordinate: Die [*H]-Cholinaufnahme ist in dpm/5 min
ausgedriuckt. Den Balken im Diagramm sind - von links nach rechts - folgende Werte zuzuordnen:
9316 + 884, 4905 + 709, 4715 + 355, 6329 + 571, 1545 + 505, 4783 + 267. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM aus 6 Experimenten. Die statistische Bewertung mittels einfaktorieller
Varianzanalyse one-way ANOVA Analysis of Variance, gefolgt von Tukey-Kramer multiple
comparison test (Instat 2° GraphPad Software) ergab folgende Werte: «Hyperforin Gesamt» versus
«Ktr Gesamt» (*), p < 0.05, ist signifikant verschieden; «Hyperforin HACU» ist hochsignifikant
verschieden von «Kitr HACU» (**), p < 0.01).

Die Analyse der Daten in Abbildung 3.4 zeigt, dass «Ktr HACU» und «Ktr LACU» an
der Gesamtaufnahme in die Synaptosomen (P.-Fraktion vom Rattencortex) einen
Anteil von jeweils 52.7 + 14.4 % und 50.6 + 7.5 % einnehmen. In Anwesenheit von
10 uM Hyperforin (Inkubationszeit 15 Minuten) wurde die Cholin-Gesamtaufnahme
um > 30 % auf 67.9 + 9 % (p< 0.05) der «Ktr Gesamt» reduziert und somit signifikant

verringert. HACU wurde in Gegenwart von Hyperforin um 68 % (p<0.01)
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herabgesetzt. Es folgt daraus, dass die Hyperforin-induzierte Reduktion der totalen
Cholinaufnahme einzig und allein auf die Inhibition des HACU zurlckzuflhren war,
dessen Anteil an der «Hyperforin Gesamt»-Aufnahme nur noch 24.4 + 32 % betrug,
wahrend «Hyperforin LACU» mit 75.6 + 5.6 % verglichen mit «Ktr LACU» auf
unverandertem Level verharrte. Die absoluten Werte sind in der Legende der

Abbildung 3.4 verzeichnet.
Analog zu der im obigen Abschnitt beschriebenen Methode wurden die Ergebnisse
der Abbildung 3.5 anhand des Bestimmungskriteriums der HC-3-Sensitivitat ermittelt,

wobei im wesentlichen die gleichen Resultate erhalten wurden.

Kriterium: Hemicholinium-3
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Abbildung 3.5: Bestimmung des HACU in Gegenwart von Hemicholinium-3

Dargestellt sind die Ergebnisse der HACU-Bestimmung unter Ausnutzung seiner Eigenschaft der HC-
3-Sensitivitat. Nach 15minitiger Inkubation mit physiologischer KRP bzw. Behandlung mit 10 uM
Hyperforin wurden die Synaptosomen mit [3H]-Cholin exakt 5 min aufgeladen und die Radioaktivitat
mittels Szintillationsmessung bestimmt. [*H]-Cholin ist in dpm/5 min angegeben. Die absoluten Werte
von links nach rechts: 8017 + 421, 4876 + 786, 3141 £ 524, 5531 + 306, 2241 + 581, 3290 + 489 sind
Mittelwerte + SEM aus 7 Experimenten. Statistik: Einfaktorielle Varianzanalyse one-way ANOVA
Analysis of Variance, gefolgt von Tukey-Kramer multiple comparison test (Instat 2° GraphPad
Software) ergab folgende Werte: «Hyperforin Gesamt» versus «Ktr Gesamt» (*), p< 0.05, signifikant
verschieden; «Hyperforin HACU» ist hochsignifikant verschieden von «Ktr HACU» (**), p< 0.01). Die
Sternsymbole beziehen sich wie in Abbildung 3.4 auf die entsprechenden Werte der Kontrollversuche.

Die «Ktr Gesamt» (Abbildung 3.5) setzte sich zusammen aus 60.8 + 16.1 % «Kir
HACU» und 39.1 + 16.6 % «Kitr LACU»; die totale Cholinaufnahme in Prasenz von
10 uM Hyperforin wurde um 31 % (p < 0.05) auf 68.9 + 5.5 % der «Ktr Gesamt»
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signifikant gehemmt, was wiederum (vgl. Abbildung 3.4) ausschlieldlich durch
Reduktion des HACU (um 46 %, p < 0.01) bedingt war, wobei das LACU-Niveau
unverandert blieb. «Hyperforin Gesamt» setzte sich anteilig aus 40.5 + 25.9 %

«Hyperforin HACU» und 59.5 + 14.8 % «Hyperforin LACU» zusammen.

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Hyperforin in einer Konzentration von
10 puM die synaptosomale hochaffine Aufnahme von [°*H]-Cholin, den HACU,
hochsignifikant hemmit.

3.2.3 Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der HACU-Hemmung
durch Hyperforin

Mit dem Ziel, die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung zu untersuchen, wurden die

Synaptosomen mit Hyperforin in Konzentrationen von 1-100 uM inkubiert.
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Abbildung 3.6: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der HACU-Hemmung durch Hyperforin

Die Abbildung zeigt die konzentrationsabhangige Hemmung der *H-Cholin-Aufnahme in kortikale
Synaptosomen der Ratte durch Hyperforin. Die P,-Synaptosomen-Fraktionen wurden fir 15 min mit 1,
3, 10, 30 und 100 yM Hyperforin inkubiert und anschlieBend mit [°H]-Cholin fir exakt 5 min
aufgeladen. Die Uber die Cholintransporter inkorporierte Radioaktivitdt wurde mittels
Szintillationsmessung bestimmt. Ordinate: Logarithmus der Hyperforin-Konzentrationen. Abszisse:
Hemmeffekt auf HACU in %. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus n = 7 Versuchen. Die
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung wurde per nichtlinearer Regression (einphasischer exponentieller
Abfall) mit Hilfe des Computerprogrammes GraphPad Prism® kalkuliert (ICs-Wert = 8.5 uM, Hill-
Koeffizient = 0.63).
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Hyperforin hemmt die synaptosomale hochaffine Aufnahme von [*H]-Cholin mit einer
Hemmkonstante im niedrigen mikromolaren Bereich (ICso von 8.5 uM, r* = 0.98).
Diese Inhibition ist konzentrationsabhangig und die Hemmkurve zeigt einen
sigmoidalen Verlauf.

Die Abbildung 3.6 zeigt den Konzentrations-Wirkungs-Verlauf des inhibitorischen

Effektes von Hyperforin.

3.2.4 Veranderung der HACU-Aktivitat durch Depolarisation

Mit dem Ziel, den Hyperforin-Effekt auf den HACU nach oder wahrend der
Aktivitatsveranderung durch Depolarisation naher zu charakterisieren, wurde in den
folgenden in vitro-Versuchen mit synaptosomalen Praparationen des Rattenkortex
(P2-Fraktion) 62mM-Kalium-haltige @ KRP (KRP62) als depolarisierendes
Inkubationsmedium eingesetzt (siehe Methoden).

3.2.41 Wirkungen von Hyperforin nach vorgeschalteter Depolarisation

Zunachst sollte die Wirkung von Hyperforin auf die poststimulatorische Steigerung
des HACU uberpruft werden.

Im folgenden Experiment wurden die Synaptosomen in einer 15minutigen Inkubation
mit KRP62 depolarisiert, woraufhin sich die Wirkstoffinkubation in physiologischem
Medium anschloss.

Die Abbildung 3.7 zeigt, dass eine 15minutige Prainkubation der P»>-Synaptosomen-
Fraktion in einem Hoch-Kalium-Puffer (KRP62) den HACU um 66 % (p < 0.01) auf
165.7 + 13.7 % der Kontrolle steigert, ein Befund, der vorhergehende Resultate von
Murrin und Kuhar (1976) bestatigt.

Die dritte Saule von links zeigt den schon bekannten Effekt der HACU-Hemmung in
physiologischer Lésung, eine hochsignifikante Hemmung auf 34.1 + 16.4 % der
Kontrolle.

Die durch die 62mM-K*-KRP verursachte, gesteigerte hochaffine Cholinaufnahme
(im Diagramm, vierte Saule von links) wird interessanterweise durch Hyperforin
hochsignifikant gehemmt: Der stimuliete HACU wurde in Anwesenheit von 10 yM

Hyperforin auf 39 + 23 % des Kontrollwertes verringert (siehe Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: Initiale Depolarisation und nachfolgende Inkubation mit Hyperforin

Die Synaptosomen wurden in einer 15mindtigen Prainkubation mit depolarisierendem Medium
(KRP62, das 62 mM Kalium enthielt) vorbehandelt, anschlieRend gewaschen und danach in
physiologischer KRP Ldsung aufgenommen; somit standen sie fir die Tests zur Verfigung. Zur
Cholinaufnahmemessung wurden sie mit [3H]-Cholin exakt 5 min aufgeladen und die Radioaktivitat
per Szintillationszahlung bestimmt. [°H]-Cholin ist in dpm/5 min angegeben. Folgende absoluten
Mittelwerte + SEM aus n=5 Experimenten wurden ermittelt: Kontrolle (11749 + 2080), KRP62 (19463 +
2676), Hyperforin 10 uM (4004 + 660), Hyperforin und KRP62 (4586 + 1071). Die statistische
Evaluation mittels zweifaktorieller Varianzanalyse (Zwei-Wege ANOVA, repetitive measures Analysis
of Variance), gefolgt von Tukey-Kramer multiple comparison test (Instat 2° GraphPad Software) ergab
folgende Wahrscheinlichkeitswerte: «Kontrolle» versus «KRP62» bzw. versus «Hyperforin 10uM»
jeweils p < 0.01 (**), folglich hochsignifikant verschieden; «KRP62» versus «Hyperforin u. KRP62»
p < 0.001 (***), demnach hochsignifikant verschieden. Die Sternsymbole beziehen sich auf die mit den
horizontalen Zuordnungslinien angedeuteten Vergleichswerte.

3.2.4.2 Gleichzeitige Depolarisation und Hyperforin-Einwirkung

In diesem Versuchsansatz sollte der Frage nachgegangen werden, ob Hyperforin in
den Aktivierungsmechanismus (HACU-Stimulation durch Depolarisation) involviert
ist. Die Depolarisation mit KRP62 und die Wirkstoffinkubation (Hyperforin 10 pM)
fanden gleichzeitig statt.

Die Abbildung 3.8 zeigt, dass der HACU im depolarisierenden Medium «KRP62»
(bekannter Effekt, siehe 3.2.4.1) auf 228.9 + 13.9 % der Kontrolle hochsignifikant
aktiviert wurde.

Bei der Hyperforin- und KRP62- Simultaninkubation wurde der HACU hochsignifikant
gehemmt: Der «Hyperforin und KRP62»-Wert betrug nur noch 45.5 + 25.6 % der

Kontrolle.
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Abbildung 3.8: Simultane Depolarisation und Inkubation mit Hyperforin

Nach 15minitiger Inkubation mit physiologischer KRP (Saule links), depolarisierender 62mM-K+-KRP
(KRP62, Mitte) und gleichzeitiger Behandlung mit KRP62 und 10 yM Hyperforin (rechter Balken),
wurden die Synaptosomen gewaschen, daraufhin mit [3H]-Cholin exakt 5 min aufgeladen und die
Radioaktivitat mittels Szintillationsmessung bestimmt. [3H]-Cholin ist in dpm/5 min angegeben. Die
absoluten Werte von links nach rechts in dpm/5 min: 5393.8 + 1996, 12345.8 + 1723.7, 2454.8 + 29.1
sind Mittelwerte + SEM aus 4 Experimenten. Die statistische Berechnung mittels einfaktorieller
Varianzanalyse one-way ANOVA und anhand des Tukey-Kramer multiple comparison tests (Instat 2°
GraphPad Software) ergab folgende Werte: «Kontrolle» versus «KRP62», p < 0.01 (**); «KRP62»
versus «Hyperforin u. KRP62», p < 0.001 (***), beide Effekte hochsignifikant verschieden. Die
Signifikanzsterne beziehen sich auf die mit den horizontalen Zuordnungslinien angedeutete
vergleichende Betrachtung zweier Werte.

3.2.4.3 Einfluss von Inhibitoren Calcium-abhangiger Kinasen auf die

depolarisationsinduzierte HACU-Aktivitat

Zur Klarung der Frage, ob der inhibitorische Effekt des Hyperforins auf den nach
Depolarisation stimulierten HACU auf einen Angriffspunkt an Kinasen zurickzuflhren
ist, wurden folgende Versuche durchgefuhrt: Eine Beteiligung der Calmodulin-
Kinase Il an dem Aktivierungsmechanismus des HACU durch Depolarisation wurde
durch die Zugabe von KN62 (1 uM) und eine Partizipation der Protein-Kinase C in
Anwesenheit von Ro31-8220 (abgekirzt RO31, 1 uM) Uberprift. Die Inkubation mit
KN62 und RO31 schloss sich an die Prainkubation mit 62mM-K*-haltiger KRP an.
Die Testsubstanzen wurden in DMSO gel6st (finale DMSO-Konzentration 1 %); eine
aquivalente Menge DMSO wurde den Kontrollansatzen zum Zeitpunkt der

Wirkstoffzugabe zugeflgt .
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Abbildung 3.9: Vorgeschaltete Depolarisation mit 62mM-Kalium-KRP und nachfolgende
Behandlung mit Inhibitoren Ca”-abhéngiger Protein-Kinasen

Die P,-Synaptosomen wurden 15 min mit depolarisierendem Medium prainkubiert (KRP62, enthielt 62
mM K), daraufhin gewaschen, in physiologischer Ldsung aufgenommen und schlieRlich mit den
Testsubstanzen versetzt. Zur Cholinaufnahmemessung wurden sie mit [3H]-Cholin exakt 5 min
aufgeladen und die Radioaktivitdt per Szintillationszahlung bestimmt. [’H]-Cholin ist in dpm/5 min
angegeben. Folgende absoluten Mittelwerte + SEM aus n = 7 Experimenten wurden ermittelt:
Kontrolle (8491 + 859.1), KRP62 (12467.7 + 1674.6), KN62-1uM (8391.7 + 1193.5), KN62/KRP62
(12782 £ 1985.7), RO31-1uM (8548.6 + 1080.5), RO31/KRP62 (12489.6 + 1768). Die statistische
Evaluation mittels des gepaarten t-Tests des Computerprogrammes Instat 2° GraphPad Software
ergab fur den Vergleich zwischen der jeweils 1., 3., 5. mit der entsprechenden 2., 4., 6. Saule folgende
Wahrscheinlichkeitswerte: p < 0.01 (**), folglich sind die Effekte hochsignifikant verschieden.

Die Werte fur die Eigeneffekte der Kinase-Hemmer sind gegentber der Kontrolle
nicht signifikant verandert (siehe Abbildung 3.9): 98.8 £ 14.2 % flr «KN62 (1uM)»
und 100.7 + 12.6 % fur «RO31 (1uM)». Die stimulierten HACU-Aktivitaten sind im
Vergleich zur Kontrolle einheitlich gesteigert worden: «KRP62» 146.8 + 13.4 %,
«KN62/KRP62» 150.5+15.5 %, «RO31/KRP62» 147.1 + 14.1 %. Die Post-

Depolarisations-Stimulation des HACU war in also Anwesenheit der Kinase-

Hemmstoffe nicht beeintrachtigt.

3.2.4.4 Simultane Depolarisation und RO31-/ KN62-Einwirkung

Zur Klarung des Aktivierungsmechanismus der depolarisationsinduzierten
Aktivierung des HACU wurden die in dem Abschnitt 3.2.4.3 genannten Hemmstoffe
von Calcium-abhangigen Kinasen eingesetzt.
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Trotz gleichzeitiger Behandlung mit 62mM-K*-haltiger KRP und RO31 bzw. KN62
wurde eine deutliche Anregung der HACU-Aktivitat beobachtet.

Folgende Steigerungen in Prozent der Kontrolle ergaben sich in diesen
Experimenten: fir «kKRP62» 181.2 + 12.1 %, fir «KN62/KRP62» 184.3 + 13.1 % und
fir «<RO31/KRP62» 184.3 + 8.1 % (siehe Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.10: Zeitgleiche Inkubation mit 62mM-Kalium-KRP und mit Hemmstoffen Ca*-
abhangiger Proteinkinasen

Die P,-Synaptosomen wurden 15 min mit physiologischer KRP (Kontrolle links), mit depolarisierender
62mM-Kalium-KRP (KRP62) und KRP62 und gleichzeitig mit Kinase-Inhibitoren (KN62 bzw. RO31)
behandelt, anschlieBend gewaschen und zur HACU-Messung mit [°H]-Cholin exakt 5 min inkubiert.
Die Radioaktivitdt wurde mittels Szintillationszahlung bestimmt. [*H]-Cholin ist in dpm/5 min
angegeben. Die absoluten Werte von links nach rechts in dpm/5 min: 9885 + 984.7, 17907.2 +
2179.7, 18215.6 + 2384.7, 18223 + 1475.4 sind Mittelwerte + SEM aus 5 Experimenten. Die
statistische Berechnung mittels einfaktorieller Varianzanalyse (one-way ANOVA Analysis of Variance,
Instat 2° GraphPad Software) ergab folgenden Wahrscheinlichkeitswert fiir die Kontrolle versus
Depolarisations-/Substanzeffekte: p = 0.012, < 0.05, demnach signifikant (*) verschieden.

Hyperforin hemmt demnach effektiv sowohl die basale als auch die
depolarisationsinduzierte hochaffine Cholinaufnahme in die Synaptosomen Uber
einen von den wichtigen synaptischen Calcium-abhangigen Protein-Kinasen

unabhangigen Mechanismus.
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3.2.5 Beeinflussung des HACU durch andere Agenzien

Dibutyryl-cGMP in einer Konzentration von 100 uM in der Inkubation veranderte die
HACU-Aktivitat nicht. Das N®-Monomethyl-L-Arginin L-NMMA in einer Konzentration
von 100 pM bewirkte eine leichte, jedoch nicht signifikante Hemmung. Die
unspezifischen Calmodulin-Antagonisten W7 und Trifluoroperazin-Dihydrochlorid
(TFP), jeweils in einer Konzentration von 10 uM, veranderten den HACU nicht

signifikant (Daten nicht gezeigt).

3.3 Extrazellulare ACh- und Cholin-Konzentrationen im

Striatum in vivo

Aufgrund der stichhaltigen in vitro-Datenlage zur HACU-Hemmung durch Hyperforin
wurde in den folgenden Versuchen Uberprift, ob sich diese Befunde in vivo
verifizieren lassen. Es wurden in vivo-Experimente zur Untersuchung der Wirkung
von Hyperforin auf die striatale ACh-Freisetzung durchgefihrt.

Die Untersuchungen fanden am Rattenmodell, am wachen, freibeweglichen Tier und
mit Hilfe der Mikrodialyse-Technik (siehe Methoden) statt. Diese Methode erdffnete
die Mdglichlkeit, die Auswirkungen der lokalen (via Sonde direkt ins Striatum; siehe
Abschnitt 3.3.1) oder systemischen (siehe Abschnitt 3.3.2) Hyperforin-Applikation zu
Uberprifen.

Eine wichtige Pramisse fur diese Experimente war die Etablierung des
hochsensitiven HPLC-Assays fur ACh (siehe Methoden). Am Versuchstag erfolgte
zunachst ein einstindiger Aquilibrierungsvorlauf, woraufhin die ersten 6
aufeinanderfolgenden und in ihrem Gehalt an ACh um weniger als 10 %
differierenden Proben als Basalwerte gesammelt wurden (z.B. siehe Abbildungen
3.11 - 3.15: gezeigt sind die Zeitpunkte -30, -15, 0 ).

3.3.1 Lokale Hyperforin-Applikation uber die Mikrodialysesonde

Die Mikrodialyse-Technik bietet die Mdglichkeit, Wirkstoffe Uber die Sonde in das
Hirngebiet zu infundieren und gleichzeitig die interessierenden Substanzen (in dieser

Arbeit: Acetylcholin und Cholin) in der gesammelten Probe zu erfassen. Nachfolgend
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vorgestellte Ergebnisse gingen aus Experimenten hervor, in denen Hyperforin lokal
appliziert, also via Mikrodialysesonde in das Corpus Striatum der Ratte infundiert
wurde.

Die in den in vitro-Versuchen beobachtete HACU-Hemmung durch Hyperforin
musste in einer Verringerung der cholinergen Transmission (siehe 3.2.2) resultieren.
Die folgenden Versuche zielten deshalb darauf ab, durch eine hoch konzentrierte
Perfusionsflussigkeit eine fur die HACU-Hemmung ausreichende lokale
Konzentration von Hyperforin in der Sondenumgebung zu erreichen. Daher wurden
die Mikrodialysesonden im folgenden Versuch mit einer 100 yM artifiziellen
Cerebrospinalflissigkeit (aCSF) perfundiert (siehe Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11: Infusion von 100 uM Hyperforin in das Striatum

Hyperforin wurde zu 100 uM in Neostigmin-haltiger (1uM) aCSF geldst und ab dem Zeitpunkt t = 0
durch die Mikrodialysesonde in das Striatum infundiert. Die Proben wurden viertelstindlich fraktioniert
gesammelt und zur ACh- und Ch-Bestimmung der HPLC Analytik unterworfen. Die ACh- und Ch-
Ausschuttungen sind in % der jeweiligen Basaleffluxe angegeben (ACh: 193.4 £ 19.8 fmol/5 ul; Ch:
3094 +.478 fmol/5 pl; jeweils n = 12). Die Mikrodialysewerte beziehen sich auf den Efflux der letzten 6
Werte (Zeitpunkte -30, -15 und 0 gezeigt) vor der Hyperforin-Applikation, deren Durchschnittswert als
100 % definiert wurde. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus 6 Experimenten.

Die Abbildung 3.11 zeigt einen klaren Befund: Die Infusion von 100 yM Hyperforin
(ab dem Zeitpunkt t = 0) evoziert einen initialen transienten Anstieg der ACh-

Freisetzung auf einen Maximalwert von 130.4 + 10.4 % des mittleren basalen
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Effluxes nach 30 min, gefolgt von einem stetigen Abfall auf ein Minimum von 53.7 +
12.8 % nach 135 min.

Erwartungsgemal} hatte demnach die lokale Hyperforin-Behandlung eine signifikante
Senkung der ACh-Ausschuttung um mehr als 40 % zur Folge. Parallel dazu stiegen
die extrazellularen Konzentrationen von Cholin kontinuierlich an. Dieser Befund stellt
ein Korrelat zu den in vitro-Ergebnissen der HACU-Hemmung durch Hyperforin dar:
Reduktion der ACh-Freisetzung resultierend aus der unterbundenen Cholin-

Bereitstellung und demzufolge Kumulation des Cholins im Extrazellularraum (EZR).

In dem folgenden Versuch wurde uberpruft, ob eine 3fach niedrigere lokale
Hyperforin-Konzentration das Ausmall der ACh- und Ch-Freisetzung im Striatum
entsprechend den oben prasentierten Befunden verandern kann. Hyperforin, in einer
Konzentration von 30 yM in aCSF, wurde ab dem Zeitpunkt t = 0 Uber die Sonde in
das Striatum infundiert (siehe Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12: Infusion von 30 uM Hyperforin in das Striatum

Hyperforin wurde der Perfusionsldésung in einer Konzentration von 30 uM zugesetzt und ab dem
Zeitpunkt t = 0 Uber die Sonde in das Striatum infundiert. Die Proben wurden im Abstand von 15
Minuten fraktioniert gesammelt und und ohne Aufarbeitung mittels HPLC gemessen. Die ACh- und die
Ch-Freisetzung sind in Prozent des Basaleffluxes angegeben. Die mittlere basale Freisetzung (ACh:
204.2 + 20.9 fmol/5 pl; Ch: 3445.5 £+ 551.9 fmol/5 pl; jeweils n = 4) wurde gleich 100 % gesetzt und
aus den 6 Werten (3 gezeigt) ermittelt, die am Versuchstag nach der Aquilibrierungsphase (Dauer ca.
1 h) und vor der Injektion gesammelt wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus n = 4
Versuchen.
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Im Gegensatz zu den Befunden nach Infusion der hohen Konzentration (Abbildung
3.11), fuhrte die Behandlung mit 30 yM Hyperforin innerhalb der ersten 30 Minuten
bereits zu einem sprunghaften Anstieg der ACh-Freisetzung. Der maximale erzielte
Anstieg lag bei ca. 215 % des Basaleffluxes fur ACh. Die Substanz-Wirkung hielt
Uber eine Dauer von 2 Stunden an. Gleichzeitig konnten nachhaltige Veranderungen
der Cholinspiegel als Hyperforin-Effekt verzeichnet werden, namlich eine deutliche
Verminderung der extrazellularen Cholin-Konzentrationen um ca. 50 % (siehe
Abbildung 3.12).

In der folgenden Versuchsreihe wurde die Wirkung von 10 pyM Hyperforin in der
Perfusionsflussigkeit auf die ACh- und Ch-Freisetzung in Sondennahe untersucht. Ab
dem Zeitpunkt t = 0 wurde die wirkstoffhaltige aCSF in das Striatum infundiert (siehe
Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Infusion von 10 uM Hyperforin in das Striatum

Zu dem Zeitpunkt t = 0 erfolgte die Zugabe von 10 uM Hyperforin mit der Perfusionsflissigkeit
(Neostigmin 1uM) und Uber die Sonde in das Striatum. Die Proben wurden per Mikrodialyse
viertelstiindlich gesammelt und zur Quantifizierung des extrazelluldren ACh und Ch der HPLC-Analyse
unterworfen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus 6 Experimenten. Die ACh-Freisetzung ist in
Prozent des mittleren basalen Effluxes angegeben ( ACh: 193.4 + 19.8 fmol/5 ul; n = 12), ebenso der
extrazellulare Cholin-Spiegel in Prozent des Basaleffluxes (Ch: 3094 + 478 fmol/5 pl; n = 12). Die
Mikrodialysewerte sind bezogen auf den Efflux der letzten 6 Werte (Zeitpunkte -30, -15 und 0 gezeigt)
vor der Hyperforin-Applikation, deren Durchschnittswert als 100 % definiert wurde.
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Bereits 45 min nach Beginn der Perfusion mit 10 yM Hyperforin wurde ein Maximum
der ACh-Ausschuttung erreicht; sie wurde durch den Wirkstoff auf 178.1 + 14.4 %
des Basaleffluxes sprunghaft gesteigert und verweilte Uber den beobachteten
Zeitraum von 150 Minuten auf diesem Niveau. Der maximale Anstieg der ACh-
Freisetzung lag deutlich unter dem Wert der nach Infusion von 30 pM (ca. 215 %)
erzielt wurde. Parallel dazu nahmen die extrazellularen Cholin-Spiegel kontinuierlich
ab und verzeichneten einen minimalen Wert von 59.3 £+ 7.1 % bei 150 min (siehe
Abbildung 3.13).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass lokale Infusionen von 100 yuM Hyperforin in
das Corpus Striatum der Ratte eine depressorische Wirkung auf die ACh-
Freisetzung entfalten, wohingegen niedrigere lokale Hyperforin-Konzentrationen von
10 und 30 pM, eine konzentrationsabhangige signifikante Steigerung der basalen
ACh-Freisetzung auf Maximalwerte von etwa 178 % und 200 % des Basaleffluxes
bereits nach 45 min zur Folge haben. Parallel dazu resultierte die lokale Gabe von
100 pM Hyperforin in einer Zunahme der extrazellularen Cholin-Spiegel, wahrend die

Infusionen mit 10 und 30 uM eine Reduktion der Ch-Freisetzung bewirkten.

3.3.2 Striatale cholinerge = Parameter nach systemischer

Hyperforin-Applikation

In den im Folgenden beschriebenen Experimenten wurde untersucht, ob der basale
striatale ACh-Efflux und die extrazellularen Ch-Konzentrationen in vivo nach
systemischer, intraperitonealer Gabe einer Bolus-Dosis Hyperforin verandert werden.
Nach dem einstiindigen Aquilibrierungsvorlauf wurden zunichst 6 Basalwerte
gesammelt (die letzten drei sind gezeigt, siehe Abbildungen 3.14 und 3.15). Zu dem
Zeitpunkt t = 0 erfolgte die Substanz-Verabreichung: Hyperforin - in 0.9%iger
Kochsalzlésung geldst - wurde intraperitoneal injiziert. Das Applikationsvolumen
betrug 1 ml/kg KG (Kdérpergewicht).

Die basale Freisetzung ist interindividuell recht unterschiedlich, weswegen die
prozentuelle Steigerung der Freisetzung nicht anhand der absoluten Werte (siehe
Legenden der Abbildungen), sondern relativ zum Basalefflux des jeweiligen Tieres
berechnet wurde. Die Resultate der Experimente sind in den Abbildungen 3.14 und

3.15 zusammengefasst.
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Abbildung 3.14: Einfluss von systemisch appliziertem Hyperforin (1 mg/kg) auf die basale
striatale ACh- und Ch-Freisetzung

Zum Zeitpunkt t = 0 wurden 1 mg/kg Hyperforin in physiologischer Kochsalzlésung geldst und i.p.
appliziert. Die Proben wurden per Mikrodialyse im Striatum im Abstand von 15 Minuten fraktioniert
gesammelt und ohne Aufarbeitung zur Quantifizierung des extrazellularen ACh und Ch der HPLC-
ECD Analyse unterworfen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus 6 Experimenten, im Einzelnen
die ACh-Freisetzung (geschlossene Kreise) und die Ch-Freisetzung (offene Kreise) in % des
Basaleffluxes. Der mittlere basale Efflux (fir ACh: 195.1 + 26.3 fmol/5 pl; fir Ch: 2905 +.257 fmol/5 yl;
jeweils n=12) wurde gleich 100 % gesetzt und aus den 6 Werten (3 gezeigt) ermittelt, die am
Versuchstag nach der Aqulibrierungsphase (Dauer ca. 1h) und vor der Injektion gesammelt wurden.

Wie in der Abbildung 3.14 gezeigt, stieg der relative ACh-Efflux nach Injektion von
1 mg/kg i.p. in allen 6 untersuchten Tieren sofort steil an, um ca. 45 Minuten nach
der Hyperforin-Applikation eine maximale Steigerung des extrazellularen ACh auf
169.1 + 9.1 % des Basaleffluxes zu erreichen und in dem beobachteten Zeitraum von
150 Minuten nicht auf das basale Niveau zurlckzukehren. Zu den Zeitpunkten
75 min bzw. 150 min lagen die ACh-Spiegel immer noch deutlich Uber Basalefflux,
namlich bei Werten von 144.2 + 12 %, respektive 156 + 16.7 %.

Nach der Hyperforin-Injektion sanken die Cholinspiegel langsam aber stetig und
erreichten ein Minimum von 76.3 + 3.8 % nach 75 min. Sie kehrten auch nach

150 min nicht auf Basalniveau zurlck: 77.5 + 8.1 % (siehe Abbildung 3.14).
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Zur Klarung der Frage, ob die Steigerung des extrazellularen ACh und die
Verringerung des Ch im Extrazellularraum (EZR) durch eine Hyperforin-Injektion
10fach hoherer Dosis weiter verstarkt werden kann, erhielten die Versuchstiere
10 mg/kg Hyperforin i.p. (siehe Abbildung 3.15). Die Ergebnisse zeigen, dass diese
Gabe eine wesentlich starkere Zunahme der ACh-Ausschittung zur Folge hatte,
denn schon nach 30 min wurde ein sprunghafter Anstieg auf das Maximum 215.5 +
32.9 (n = 6) des Basaleffluxes beobachtet. Wie in der Abbildung 3.12 gezeigt,
erhdhte Hyperforin Uber mehr als 2 h nachhaltig die ACh-Freisetzung, die nach 150
min nicht wieder auf das Basalniveau zurlckkehrte. Im Gegensatz hierzu sanken die
Cholinspiegel um ca 50 % und erreichten nach 150 min einen Wert von 50.3 + 3.3 %.
Es zeigte sich ferner, dald nach einer NaCl-Injektion (unbehandelte Tiere) keine

signifikanten Veranderungen des ACh und Ch im EZR zu verzeichnen waren.
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Abbildung 3.15: Systemische Applikation von 10 mg/kg Hyperforin; Effekte auf die striatalen
ACh-und Ch-Spiegel

Die Versuchstiere erhielten 10 mg/kg Hyperforin (in physiologischer Kochsalzlésung geldést) oder
0.9 % NaCl-Ldsung i.p. zu dem Zeitpunkt t = 0. Die Veranderungen der extrazelluldaren ACh- und Ch-
Konzentrationen wurden per Mikrodialyse und HPLC bestimmt. Hierzu wurden die Proben
viertelstiindlich gesammelt und ohne weitere Aufreinigung der HPLC-ECD-Analytik unterworfen. In
Kontrollexperimenten wurde ein Volumen von 1 mi/kg KG physiologischer Kochsalzlésung in den
Bauchraum gespritzt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus 6 Experimenten. Die ACh- und Ch-
Effluxe werden als Veranderungen gegeniiber der basalen Freisetzung (mittlere basale Effluxe: ACh:
195.1 + 26.3 fmol/5 pl; Ch: 2905 +.257 fmol/5 pl; von jeweils n = 12) angegeben, die als
Durchschnittswert der letzten 6 Messungen vor der Testsubstanz-Injektion als 100 % definiert wurde.
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Aufgrund von Diskrepanzen zwischen den absoluten Basalausschittungen
unterschiedlicher Tiere, wurde - in Relation hierzu - die prozentuale Steigerung der

Freisetzung berechnet und in der Abbildung dargestellt.

Die intraperitoneale Applikation von Hyperforin in Dosen von 1 und 10 mg/kg hatte
demnach eine konzentrationsabhangige signifikante Steigerung der basalen ACh-
Freisetzung zur Folge, die sich in dem hoheren ACh-Efflux wiederspiegelte, wahrend

die Ch-Konzentrationen im EZR sanken.

Es konnte gezeigt werden, dass die systemische Applikation von Hyperforin, ahnlich
wie die lokale Gabe niedriger Konzentrationen (10 und 30 pM, siehe 3.3.1), die

striatale ACh-Ausschuttung in vivo stimuliert.

3.4 Hippokampales extrazellulares ACh und Ch in vivo

nach systemischer Hyperforin-Gabe

Angesichts der in vitro-Befunde zur HACU-Hemmung durch Hyperforin und der
Ergebnisse der in vivo-Experimente im Striatum wurde in den folgenden Versuchen
Uberpruft, ob auch die hippokampale cholinerge Neurotransmission durch Hyperforin
moduliert wird. Dabei interessierten vor allem systemische Hyperforin-Gaben.

Die hippokampale ACh-Freisetzung wurde ebenfalls im Rattenmodell und mit Hilfe
der Mikrodialyse-Technik (siehe Methoden) untersucht. Die Etablierung einer
hochsensitiven ACh-HPLC-Analytik war essentielle Voraussetzung fur diese
Experimente, da die hippokampalen ACh-Effluxe weit unter denen des Striatums
liegen. Der Vergleich der ACh-Effluxe im Striatum und im Hippokampus zeigt, dass
- in Korrelation mit der neuronalen Ausstattung des Hirnareals - die striatalen Basal-
Effluxe des ACh deutlich Uber denen des Hippokampus® liegen (siehe Punkt-
diagramme in Abbildung 3.16).

Die hippokampalen Basal-Effluxe fur ACh in der Ratte liegen im Mittel zwischen 30
und 50 fmol/5 pl, die striatalen sind etwa 5 x hoher mit ungefahr 190 fmol/5 pl
(Mittelwert). Die in der Fragestellung ebenfalls interessierenden Ch-Effluxe sind auch
dargestellt: Im Striatum sowie im Hippokampus verzeichnen sie Werte rund 3000
fmol/ 5 pl, liegen demnach ca. 15 respektive 75 x hoher als die entsprechenden ACh-

Werte.
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Abbildung 3.16: Basale ACh- und Ch-Effluxe im Hippokampus und im Striatum

Artifizielle Cerebrospinalflissigkeit wurde Uber die Sonde in den Hippokampus und in das Striatum
infundiert. Die Proben wurden per Mikrodialyse viertelstiindlich fraktioniert gesammelt und ohne
Aufarbeitung der HPLC-Analytik unterworfen. Dargestellt sind die basalen Effluxe in fmol/5 pl, die als
Durchschnittswerte der ersten 6 Messungen nach der Aquilibrierungsphase definiert wurden: ACh-
Hippokampus 28.5 + 26.9; ACh-Striatum 196 + 80.1; Ch-Hippokampus 2744 + 941.4; Ch-Striatum
2932 + 1228 (ACh-Werte: n = 32; Ch-Werte: n = 30).

In der im Folgenden beschriebenen Versuchsreihe wurde der Einfluss von
systemisch appliziertem Hyperforin auf die hippokampale ACh-Freisetzung
untersucht.

Die intraperitoneale Injektion einer Dosis von 1 und 10 mg/kg Hyperforin zu dem
Zeitpunkt t=0 fuhrte zu einer konzentrationsabhangigen Stimulation der ACh-

Freisetzung im Hippokampus (siehe Abbildungen 3.17 und 3.18).

Hyperforin, in einer Dosis von 1 mg/kg i.p. und in physiologischer Kochsalzlésung
geldst, fuhrte innerhalb der ersten 60 Minuten nach Injektion zu einem steilen Anstieg
der hippokampalen ACh-Freisetzung, mit einem Wert flr die maximale Steigerung
von rund 155.7 + 15.4 % des Basaleffluxes (n = 6).

Parallel dazu wurde nach der Injektion des Wirkstoffes ein Abfall der extrazellularen
hippokampalen Cholin-Konzentrationen bis auf einen Wert von 83.7 + 4.3 % (n = 6)
nach 90 Minuten beobachtet (siehe Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17: Hippokampale ACh- und Ch-Spiegel nach systemischer Hyperforin-
Applikation von 1 mg/kg i.p.

Den Tieren wurde Hyperforin 1 mg/kg (in 0.9 % NaCl-Ldsung) zum Zeitpunkt t = 0 i.p. injiziert. In
Kontrollexperimenten wurde 0.9 % Kochsalzlésung appliziert (Daten in Abbildung 3.18 gezeigt). Das
Applikationsvolumen betrug 1 ml/kg KG. Die Proben wurden per Mikrodialyse im Hippokampus im
Abstand von 15 min fraktioniert gesammelt und zur Bestimmung der Analyten ACh und Ch der HPLC-
Analytik unterworfen. Die ACh- und Ch-Freisetzungen sind in % des Basaleffluxes (ACh: 40.35 + 14
fmol/5 pl; Ch: 2185.7 + 266.5 fmol/5 pl) abgegeben, der als Durchschnittswert der letzten 6
Messungen vor der Testsubstanz-Injektion als 100 % definiert wurde (4 Werte gezeigt). Dargestellt
sind die Mittelwerte + SEM aus 6 Experimenten.

Die Abbildung 3.18 zeigt die Ergebnisse der Experimente, in denen die Wirkung
einer intraperitonealen Injektion von 10 mg/kg Hyperforin auf die ACh- und Ch-
Freisetzung untersucht wurde. Bereits 60 Minuten nach der Applikation des
Wirkstoffes wurde fur die hippokampale ACh-Ausschuttung ein Wert von 203.1 +
14.9 % des Basaleffluxes erreicht. Die ACh-Freisetzung wurde im beobachteten
Zeitfenster von 150 Minuten nachhaltig gesteigert, ohne auf das Basalniveau
zurlckzukehren. Sie erreichte ein Plateau bei rund 200 %.

Nach der Hyperforin-Injektion sanken die hippokampalen extrazellularen Cholin-
Konzentrationen von 100 % basal auf 71.9 + 7.2 % des Basaleffluxes ab (Zeitpunkt
90 Minuten, n = 8).
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Abbildung 3.18: Extrazellulare hippokampale ACh- und Ch-Konzentrationen nach i.p.
Applikation von 10 mg/kg Hyperforin

Zum Zeitpunkt t = 0 wurden 10 mg/kg Hyperforin (in physiologischer Kochsalzlésung geldst) i.p.
appliziert. In Kontrollexperimenten wurde ein Volumen von 1 ml/kg KG physiologischer
Kochsalzlésung in den Bauchraum gespritzt. Die Proben wurden per Mikrodialyse im Hippokampus
viertelstindlich fraktioniert gesammelt und ohne Aufarbeitung zur Quantifizierung des extrazellularen
ACh und Ch in das HPLC-Gerét injiziert. Die ACh- und Ch-Effluxe werden als Veranderungen
gegenliber des mittleren basalen Effluxes angegeben, der als Durchschnittswert der letzten 6
Messungen vor der Testsubstanz-Injektion als 100 % definiert wurde: Fir die Dosis 10 mg/kg (ACh:
31.6 £ 8.8 fmol/5 pl; Ch: 3467.1 £ 315.9 fmol/5 pl; n = 8) und flur die Kontrollexperimente (ACh: 47 +
14.2 fmol/5 pl; Ch: 2345 + 191.7 fmol/5 pl; n = 4). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.

3.5 Hyperforin-Plasmaspiegel

Hyperforin-Plasmaspiegel wurden nach systemischer intraperitonealer Gabe von
10 mg/kg und in physiologischer Kochsalzldsung geldéstem Hyperforin mittels HPLC-
ECD bestimmt. Die folgende Abbildung 3.19 zeigt den =zeitlichen Verlauf der
Hyperforin-Plasmakonzentrationen nach Gabe von 10 mg/kg Hyperforin i.p., mit
Werten im niedrigen mikromolaren Bereich.

Nach Injektion von 1 mg/kg i.p. lag das Hyperforin im Plasma unterhalb der
Nachweisgrenze von ca. 1 pM. Die Probengewinnung fand gemafl der im
Methodenteil vorgestellten Vorschrift zu den Zeitpunkten 30, 60 und 120 min nach
Applikation des Wirkstoffes statt.
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Abbildung 3.19: Plasmakonzentrations-Zeit-Verlauf von Hyperforin nach systemischer
Applikation

Die Abbildung zeigt den zeitlichen Verlauf der Hyperforin-Spiegel im Plasma, die nach der Bolusgabe
einer Dosis von 10 mg/kg i.p. erhalten wurden (Applikationsvolumen 1 ml/kg KG). Die Versuchstiere
wurden 30, 60 und 120 min nach Injektion narkotisiert, zur Rumpfblutentnahme vorbereitet und die
gewonnenen Proben flr die Hyperforin-Analytik aufbereitet (siehe Methoden). Dargestellt sind
folgende Mittelwerte + SEM: 30 min (3.04 + 0.38, n = 4), 60 min (4.15 + 0.2, n = 6) und 120 min (3.06
+0.54,n =4).

3.6 Hyperforin in der Cerebrospinalflissigkeit

Die Konzentrationen in der CSF (Cerebrospinalflissigkeit) entsprechen weitgehend
denen im EZR (Extrazellularraum), da zwischen diesen Kompartimenten keine
Diffusionsbarrieren existieren (Tucek, 1988; Betz ,1989).

Zu bestimmten Zeitpunkten nach Behandlung der Versuchstiere mit Hyperforin
wurden CSF-Proben per Punktion der Cisterna Magna und in Narkose gewonnen.

In der HPLC-ECD-Analyse zeigte sich, dass die Hyperforin-Konzentrationen 30 min,
1 h und 1.5 h nach der Injektion von 1 und 10 mg/kg i.p. unterhalb der

Nachweisgrenze (1.0 ug/ml) lagen.
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3.7 Verhaltensexperimente mit Hyperforin an Mausen

Neurochemische Veranderungen im Striatum, als Teil des extrapyramidalen
motorischen Systems, fuhren zu tiefgreifenden Verhaltensanderungen. Die Effekte
von Hyperforin auf die motorische Aktivitat soll im folgenden Abschnitt im
Mausmodell dargelegt werden.

Das Messprinzip des durchgefuhrten Motilitatstests besteht darin, dass ein
Lichtstrahl-Lichtschrankensystem senkrecht zur Arena, in welche die Tiere gesetzt
werden, installiert ist, was das Erfassen horizontaler Aktivitat (Lokomotion =
Fortbewegung) als Unterbrechung der Strahlen ermoglicht (siehe Material und
Methoden).

Adulte Tiere einer Altersgruppe wurden zunachst 6 h an die Versuchsbedingungen
gewohnt und nach einer Bolus-Gabe von 1 mg/kg und 10 mg/kg Hyperforin i.p. in
Gruppen a 5 Mause dem Motilitatstest unterzogen.

Die Injektion einer niedrigen Dosis von 1 mg/kg wies keine signifikanten
Unterschiede zwischen Kontrollgruppen und den mit Hyperforin behandelten
Gruppen auf.

Die Injektion einer hdheren Dosis 10 mg/kg i.p. Hyperforin jedoch flUhrte dazu, dass
die Tiere in ihrer explorativen lokomotorischen Aktivitat deutlich beeintrachtigt
wurden: Die Anzahl der Lichstrahlunterbrechungen betrug bereits 15 min nach
Injektion von Hyperforin nur noch 130 + 10.1 (n = 3 Gruppen a 5 Mause) im Vergleich
zu 191.7 + 20.6 bei den Kontrolltieren. Die lokomotorische Aktivitat war gegenuber

den Kontrolltieren zu allen betrachteten Zeitpunkten signifikant reduziert.

Die Abbildung 3.20 veranschaulicht sowohl den Vergleich der Motilitat der
Kontrolltier-Gruppen mit der motorischen Aktivitat Hyperforin-behandelter Gruppen
(siehe Diagramme oben und Mitte) als auch die Signifikanz von 1 mg/kg versus

10 mg/kg Hyperforin (siehe Histogramm unten).
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Abbildung 3.20:

Motorische Aktivitit der Mduse
nach Applikation von Hyperforin
(1 mg/kg und 10 mg/kg i.p.)

Die Histogramme (oben und Mitte) zeigen
die Wirkung von Hyperforin auf die
spontane Motilitat der Mause, die mit Hilfe
eines Motilimeters bestimmt wurde und als
Anzahl der Lichstrahlunterbrechungen
(Abszisse) innerhalb der 2-Minuten-
Versuchsphase ausgedriickt ist (siehe
Methoden).

Die Versuchstiere erhielten eine Injektion
von 1 oder 10 mg/kg Hyperforin i.p.

Den Kontrolltieren wurde physiologische
Kochsalzlésung injiziert.

Die statistische Berechnung erfolgte mittels
des t-Tests der Instat 2® GraphPad
Software und ergab, dald zwischen den
einzelnen Werten nach Gabe von 1 mg/kg
i.p. kein signifikanter Unterschied besteht,
jedoch nach Gabe von 10 mg/kg die
Kontroll- und die Hyperforinwerte
signifikant verschieden waren (p-Wert
<0.05).

Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM aus
3 Gruppen a 5 Mause. Resultate von links
nach rechts:

1 mg/kg i.p. (163.3 £ 84, 173.3 + 6.2,
145.7 £ 16.2, 127+ 10, 133 + 11.9, 123.3 £
11.2)

10 mg/kg i.p. (191.7 + 20.6, 130 £ 10.1,
167 £ 15.7, 111.7£ 9.5, 162 + 17.8, 113.7
1.4).

Das Histogramm (links) zeigt den Effekt
von Hyperforin auf die spontane Motilitat
der Mause in einer zusammenfassenden
Darstellung; Abszisse: Motilitat in Prozent
der Kontrolle; Ordinate: Hyperforin-Dosen
und Zeitpunkte der Auswertung. Die
statistische Evaluation erfolgte mittels des
t-Tests des Computerprogrammes Instat
2®° GraphPad Software und ergab einen p-
Wert von < 0.05, demnach sind die Werte
der 1 mg/kg und 10 mg/kg Dosis signifikant
verschieden. Dargestellt sind die
Mittelwerte £ SEM (in % der Kontrolle) aus
3 Gruppen a 5 Mause.

Zusammenfassend ist also festzustellen, dass die Gabe von 10 mg/kg Hyperforin

nach 15-60 min in einem signifikanten Ruckgang der motorischen Aktivitat in Mausen

resultierte, wogegen eine niedrigere Dosis von nur 1 mg/kg i.p. unwirksam war.
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3.8 Verhaltensexperiment mit Hyperforin an Ratten

Im Verhaltenstest zur Untersuchung auf procholinerge auf3ere Erscheinungszeichen
ergab die Beobachtung von mit 10 mg/kg i.p. Hyperforin oder 0.9 % NaCl-Lésung
behandelten Versuchstieren folgendes Ergebnis: Bei den Tieren, denen
physiologische Kochsalzlosung i.p. appliziert wurde, konnten keine typischen
cholinergen Symptome (Ptosis, Exophthalmus, Tranenflu®, Salivation, gestraubtes
Fell, Durchfall, Abduktion der Extremitaten, grober Tremor; vgl. Methodenteil 2.4.2)
beobachtet werden. In der Hyperforin-behandelten Gruppe waren vereinzelt
Stereotypien zu beobachten, wie Schniffeln, intensives Putzen, Knabbern,
Schutteln. Bei einem Tier war nach 15 min, bei zweien nach 30 min Ptosis zu
beobachten, nach 15 und 45 min gestraubtes Nackenfell bei nur einem Tier und

wiederum bei einem von den drei Tieren Bisonhaltung nach 45 min.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit ist die erste Studie, die sich mit den Effekten von Hyperforin,
einem wirksamkeitsbestimmenden Inhaltsstoff des Johanniskrauts, auf das zentrale
cholinerge System befasst. Im Vordergrund der Arbeit stand herauszufinden, ob
Hyperforin den HACU im Synaptosomen-Modell in vitro beeinflusst und ob eine
Veranderung sich auf die Acetylcholin(ACh)- und Cholin(Ch)-Konzentrationen im
Extrazellularraum in vivo auswirkt. Dazu wurden die ACh-Freisetzung und die Ch-

Spiegel im Striatum und im Hippokampus der Ratte mittels Mikrodialyse bestimmt.

4.1 Methodische Aspekte

4.1.1 Mikrodialyse-Technik und andere in vivo-

Bestimmungsmethoden

Die Mikrodialysetechnik ermdglicht die kontinuierliche in vivo-Messung endogener
und exogener frei diffusibler Substanzen in Extrazellularraumen (EZR) verschiedener
Gewebe am wachen freibeweglichen Tier. Hierbei wird das umliegende Gewebe
weniger stark geschadigt als beispielsweise bei der Push-Pull-Technik (Westerink,
1995; Gardner et al., 1993). Der Hauptunterschied zur Push-Pull-Methode besteht
darin, dass bei der Mikrodialyse die Silikafaser, durch welche die Perfusions-
flissigkeit gepumpt wird (Zustrom), von einer semipermeablen Membran
umschlossen ist und somit keinen direkten Kontakt zum Extrazellularraum hat. Bei
der Push-Pull-Technik hingegen wird die Perfusionsflissigkeit aus dem inneren der
zwei konzentrischen und am Ende offenen Rohre direkt in den EZR gedrickt
(,Push®) und Uber das aullere Rohr wieder aus dem EZR gesogen (,Pull). Dies
erzeugt Turbulenzen in der Extrazellularflussigkeit, welche zu einer Gewebe-
schadigung fluhren koénnen. Als mechanische Barriere gegenuber solchen
Turbulenzen agiert die Membran der Mikrodialysesonde, da der Fluss nur innerhalb
der Sonde stattfindet (Westerink, 1995). Des weiteren unterscheiden sich die beiden
Techniken in der Qualitat der Proben: Mikrodialysate sind sauberere und garantiert

eiweilfreie Proben.

Eine weitere Methode zur Probengewinnung aus dem EZR stellt die Cup-Technik dar
(Moroni und Pepeu, 1984): Hierbei liegt ein an beiden Enden offener und mit

artifizieller Cerebrospinalfliissigkeit (aCSF) gefiillter Plastikzylinder (,Cup®) auf der
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freigelegten weichen Hirnhaut des Kortex’. Extrazellulare Substanzen diffundieren
direkt aus dem EZR der Hirnoberflache in die aCSF. Die Cup-Methode schadigt das
umliegende Gewebe zwar weniger stark als die Mikrodialysetechnik, jedoch kann sie
nur zur Bestimmung von Substanzen in oberflachennahen Hirnregionen, z.B. Kortex,

eingesetzt werden.

Die in vivo-Voltammetrie (Kissinger et al., 1973) erlaubt die Bestimmung oxidierbarer
Substanzen im EZR, wie beispielsweise Katecholamine und Indolamine, nicht

hingegen ACh.

Somit steht neben der Push-Pull-Technik derzeit einzig die Mikrodialysetechnik zur in
vivo-Bestimmung von ACh zur Verfigung. Bito et al. (1966) beschrieben die Technik
der Mikrodialyse erstmals, sie wurde seitdem stetig verbessert (Ungerstedt und
Hallstrom, 1987) und findet derzeit in Kombination mit einer sich ebenfalls standig
verbessernden und inzwischen sehr sensitiven Analytik ein  breites
Anwendungsgebiet. Die Mikrodialysetechnik erlaubt die Bestimmung endogener
Neurotransmitter und deren Metabolite sowie von exogen applizierten Substanzen in

verschiedenen Hirnregionen und auch in peripheren Organen.

Mit Hilfe der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Methode der Mikrodialyse wurde
die Wirkung von Hyperforin nach systemischer und lokaler Applikation auf die stria-
tale und hippokampale ACh- und Ch-Freisetzung in vivo untersucht. Der Neurotrans-
mittergehalt des Mikrodialysates reflektiert die ACh-Ausschittung der die Sonde um-

gebenden Synapsen, spiegelt also die Aktivitat der cholinergen Neurone direkt wider.

4.1.2 Aspekte der Mikrodialyse-Versuchsdurchfiihrung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Mikrodialyseversuche an den zwei auf die
Operation folgenden Tagen durchgefuhrt. Damit blieb den Versuchstieren eine
20stundige postoperative Erholungszeit, wodurch eventuelle Narkoseeffekte
weitgehend ausgeschlossen werden konnten. Die Methode erlaubt die Verwendung
desselben Tieres als Kontroll- und Versuchstier an den zwei konsekutiven

Versuchstagen.

Die Implantation der Mikrodialysesonde schadigt das umliegende Gewebe und hat

inflammatorische Reaktionen funktioneller und metabolischer Natur zur Folge sowie
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Veranderungen des Blutflusses. Transmitterfreisetzung, Blutzirkulation und
Sauerstoffversorgung normalisieren sich erst Stunden nach dem Eingriff wieder, die
Blut-Hirn-Schranke wird infolge der Manipulation kurzzeitig permeabel. Westerink
(1995) schlug demnach vor, die Experimente nicht friher als 24 Stunden nach der
Sondenimplantation durchzufiihren und nicht langer als 3 - 4 Tage; letzteres weil die
Entzindung im umliegenden Gewebe mit der Zeit zunimmt und die basalen
Neurotransmitter-Konzentrationen deutlich sinken. Dies ist darauf zuruckzufihren,
dass ca. 3 Tage nach Insertion das zunehmende Gliawachstum rund um die Sonde
zur Ausbildung einer glialen Barriere fuhrt und die Dialyse interessierender

Substanzen aus dem EZR beeintrachtigt (Benveniste und Diemer, 1987).

Die Mikrodialyse-Experimente in der vorliegenden Arbeit wurden am Tag zwischen 9
und 19 Uhr durchgefuhrt, einem Zeitfenster, in dem die ACh-Freisetzung und die
motorische Aktivitat bei Ratten um ca. 40 % niedriger ist als nachts; denn beide
Parameter sind einem zirkadianen Rhythmus unterworfen (Day et al., 1991; Mizuno
et al.,, 1991 und 1994).

Ein komplizierender Faktor der Mikrodialyse ist die Notwendigkeit des Zusatzes von
Acetylcholinesterase-Hemmern zur Perfusionsflissigkeit zwecks Senkung der ACh-
Hydrolyserate im Hirngewebe und damit die Konzentration des ACh im Dialysat Uber
die analytische Nachweisgrenze ,kunstlich® angehoben wird (Greaney et al., 1993).
Zum Einsatz kommen Neostigmin (Nilsson et al., 1990; Taguchi et al., 1993) und
Physostigmin (Toide und Arima, 1989; Mizuno et al., 1991 und 1994) in
Konzentrationen von 10 uM in den zitierten Studien. Beide sind reversible
Acetylcholinesterase-Hemmer aus der Gruppe der Carbaminsaure-Derivate; anders
als Physostigmin kann Neostigmin aufgrund seines quartaren Stickstoffatoms die

Blut-Hirn-Schranke nicht Gberwinden und wird daher langsamer eliminiert.

Die Mikrodialyseversuche der vorliegenden Arbeit wurden im Striatum und im
Hippokampus der SD-Ratten und in Anwesenheit von lediglich 1 uM Neostigmin
vorgenommen, einer Konzentration bei der nur mit einer minimalen Hemmung der
AChE zu rechnen ist. Die etablierte hochsensitive ACh-Analytik (siehe Methoden,
Detektionslimit 5 - 10 fmol/5 ul) ermdglichte die Dialyse von ACh bei solch geringem
Neostigmin-Zusatz. In den Ublicherweise verwendeten Konzentrationen von < 30 uM

ist es nicht notwendig, bei der HPLC-Analytik eine Vorsaule einzusetzen, um eine
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Inhibition der im Enzymreaktor immobilisierten AChE zu verhindern (Greaney et al.,
1993).

Da Cholin (Ch) auch zu den Analyten gehorte, wurden bei den Mikrodialyse-
Experimenten die Versuchsbedingungen Futterkarenz und Trinkwasser ad libitum
gewahlt. Cholin wird aus der Nahrung vor allem in Form von Lecithin (Phosphatidyl-
cholin, 1.3 g/d) sowie in ungebundener Form (wenige mg/d) aufgenommen. Nach
Resorption liegt Ch im Plasma zu 99 % als Phosphatidylcholin an Lipoproteine und
Albumin gebunden vor; frei verfugbar sind ca. 1 %. (Klein et al., 1992). Ch als
geladenes Molekul kann nicht durch Diffusion ins Gehirn gelangen, sondern es wird
Uber einen spezifischen Ch-Carrier in das Gehirn geschleust (Conford et al., 1978).
Da zwischen CSF und EZR keine Diffusionsbarrieren bestehen (Betz et al., 1989),

kann postprandial ansteigendes Ch im EZR im Versuch dialysiert werden.

Am Versuchstag wurde vor Beginn des Experimentes zunachst 30 - 60 Minuten lang
mit aCSF perfundiert, damit sollten sich in Sondennahe konstante Diffusionsbeding-

ungen einstellen und somit stabile Basalwerte der ACh-Freisetzung erhalten werden.

Wiederfindungsrate

Die Perfusionsgeschwindigkeit und die Sammelzeit bestimmen das Probenvolumen
und die darin enthaltene Konzentration der interessierenden Substanz und werden
durch die Nachweisgrenze des analytischen Systems vorgegeben.

Niedrigere Perfusionsraten erhéhen die Wiederfindung eines Stoffes, hdhere
ermoglichen hingegen aufgrund der groeren Probenvolumina eine bessere
Zeitauflosung bis hin zu 1minttigen Sammelintervallen. FluBraten > 10 yl/min Uben
Druck auf die Dialysemembran aus und koénnen diese und umliegendes Gewebe
schadigen (Benveniste und Huttemeier, 1990). Die ACh-Konzentrationen im
synaptischen Spalt werden durch steten hydrolytischen Abbau durch die AChE
niedrig gehalten (im zwei- und dreistelligen fmol-Bereich).

Daher musste in dieser Arbeit zwecks ACh-Quantifizierung (limitierender Faktor) die
Perfusionsgeschwindigkeit auf 2 pl/min verringert und das Sammelintervall auf
15 Minuten ausgedehnt werden, um die ACh-Konzentration im Dialysat (30 ul) Uber
die Nachweisgrenze des HLPC-Systems zu heben. Zusatzlich wurde die AChE durch

einen geringen Neostigmin-Zusatz (1 uM) partiell inhibiert (s.o0.).
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Die Wiederfindungsrate (recovery) der zu bestimmenden Substanz gibt das
Verhaltnis dieser Substanz im Dialysat und in der die Sonde umgebenden Lésung an
(Benveniste und Huttemeier, 1990). Ublicherweise wird sie in vitro in einer wassrigen
Losung bestimmt (siehe Methoden). Mit diesem Wert wird die im Dialysat gemessene
Konzentration in die tatsachliche Konzentration in der entsprechenden Hirnregion
umgerechnet (siehe Tabelle 4.1, die um den Wert flr die in vitro-recovery korrigierten
Basal-Effluxe von ACh und Ch). Diese Methode wird den cerebralen Verhaltnissen
nicht ganz gerecht, da die Diffusionskoeffizienten fur bestimmte Substanzen in
komplexen Medien, wie dem Hirngewebe mit interstitiellem, intrazellularem und
vaskularem Kompartiment, niedriger sind als in wassriger Losung. Daher sind die in
vivo-Wiederfindungsraten i.d.R. niedriger als die in vitro-Wiederfindungsraten. Die
nach der in vitro-Berechnungsmethode, welche nur Dialysatkonzentration und die in
vitro-recovery berucksichtigt, ermittelten Konzentrationen sind demnach aller
Wahrscheinlichkeit nach zu niedrig. Voraussetzung fir eine bessere Annaherung an
tatsachliche Hirnkonzentrationen ware die Kenntnis der Diffusionseigenschaften der

zu bestimmenden Substanz im Hirngewebe (Benveniste und Huttemeier, 1990).

Basalwerte

Die durchschnittlichen basalen und mit der jeweiligen in vitro-recovery noch nicht
korrigierten hippokampalen bzw. striatalen ACh-Effluxe aus Experimenten dieser
Arbeit betrugen rund 30 fmol/5 pl bzw. 196 fmol/5 yl (jeweils n = 32, siehe Abbildung
3.16 und Tabelle 4.1). Damit lag der Basalefflux im Striatum ca. 6 x hoéher als im
Hippokampus. Die vom basalen Vorderhirn in den Hippokampus miundenden
cholinergen Projektionsfasern halten also einen wesentlich geringeren ACh-Tonus
aufrecht als das dichte Netzwerk cholinerger Interneurone des Striatums (siehe
1.2.4.1).

Die jeweiligen Ch-Effluxe liegen in derselben GréRenordnung von 3 pmol/5 ul und
um ein Vielfaches hoher, namlich 75 x bzw. 15 x hdher als die entsprechenden
hippokampalen und striatalen ACh-Werte (siehe Tabelle 4.1).

Die mit der in vitro-Wiederfindungsrate (30.5 % fur ACh) korrigierten ACh-Werte
betrugen flr den Hippokampus etwa 93 fmol/ 5 pl und fir das Striatum 643 fmol/ 5 pl
(siehe Tabelle 4.1). Die hippokampalen und striatalen basalen ACh- und Ch-Effluxe
mit und ohne Korrektur des Wertes um die jeweilige in vitro-Wiederfindungsrate sind

in der folgenden Tabelle 4.1 angefuhrt.
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Neostigmin-Zusatz ACh Ch
TpM Hippokampus Striatum Hippokampus Striatum
Gehalt der Proben 28.5+26.9 196 + 80.1 2744 £941.4 2932 + 1228
(HPLC-Injektions- fmol/5 pl fmol/5 pl fmol/5 pl fmol/5 pl
volumen 5 pl)
In vitro-recovery 30.5 % 33 %
Basalwerte nach 93.4 + 88.1 642.6 + 262 8.3+2.8 8.9+3.7
Korrektur mit der fmol/5 pl fmol/5 pl pmol/5 pl pmol/5 pl
in vitro-recovery
560.4 + 528 3855.6 + 1572 49.8 + 17 52.8+22.2
fmol/15 min fmol/15 min pmol/15 min pmol/15 min

Tabelle 4.1:  Hippokampale und striatale ACh- und Ch-Basalwerte

Als «Gehalt der Proben» wurde die tatsachlich in den Proben befindliche Menge an ACh und Ch be-
zeichnet. Von dem gesammelten Dialysat von 30 ul (bei einer FluRrate von 2 pl/min und einer Sam-
melzeit von 15 Minuten) wurden nur exakt 5 pl der HPLC-Analytik unterworfen. Deswegen sind die
Mengenangaben auf dieses Volumen bezogen. Nach Korrektur der Werte (Mittelwerte + SEM) um die
in vitro-Wiederfindungsrate kann eine Umrechnung auf 30 ul entsprechend der Zeitauflésung von 15
Minuten erfolgen. Die Werte in «xmol/15 min» lassen sich mit Daten aus friheren Publikationen
direkter vergleichen: Die durchschnittliche basale hippokampale ACh-Freisetzung in der Ratte betrug
bei Henn et al. (1998) (bei einem Zusatz von 10 yM Neostigmin und nach Korrektur um die in vitro-
recovery) 6.6 £ 0.8 pmol/15 min. Vergleichbare Basalwerte wurden auch in anderen Studien ermittelt
(Toide et al., 1989; Mizuno et al., 1991 und 1994). Diese Werte sind um den Faktor 10 grél3er als der
im Rahmen dieser Arbeit mit 1 uM Neostigmin bestimmte Wert von ca. 0.6 pmol/15 min (ACh-
Hippokampus).

Herkunft des ACh

Das im hippokampalen Mikrodialysat gemessene ACh stammt aus den cholinergen
Nerventerminalen der vom Septum in den Hippokampus projizierenden Neurone.
Das Vorhandensein cholinerger hippokampaler Interneurone, die ebenfalls ACh
freisetzen konnten, wurde von Butcher et al. (1992) in immunhistochemischen
Studien und von Waite et al. (1995) in Lasionsexperimenten, in denen eine Lasion
des Septums in einer nahezu vollstandigen Reduktion cholinerger Parameter in den
Projektionsgebieten wie dem Hippokampus resultierte, weitgehend widerlegt. Die
neuronale Herkunft des dialysierten ACh wird dadurch belegt, dass bei Tetrodotoxin-
Gabe das ACh im Mikrodialysat nahezu nicht mehr nachweisbar ist; denn als Na'-
Kanal-Blocker hemmt Tetrodotoxin die aktionspotentialabhangige Neurotransmitter-
freisetzung. Die gemessene ACh-Konzentration ist im wesentlichen das Resultat aus
der neuronalen Freisetzung, welche durch die Feuerungsrate der septohippo-
kampalen Neurone und die Menge des pro Aktionspotentials freigesetzten ACh
bestimmt wird, und der Abdiffusion sowie dem Abbau durch enzymatische Hydrolyse
(Westerink, 1995; Moor et al., 1998).
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Das im striatalen Mikrodialysat quantifizierte ACh stammt aus 50 x 20 um grof3en
cholinergen Interneuronen, die etwa 3 % der striatalen Neuronenpopulation
darstellen; damit besitzt das Corpus Striatum die dichteste cholinerge Innervation des
Gehirns (siehe 1.2.4.1). Demnach werden in diesem Hirnareal die hoheren ACh-

Mengen im Dialysat erfasst (vgl. Tabelle 4.1).

4.1.3 Methodische Aspekte der HPLC-Analytik

Die HPLC-Methode zur Quantifizierung von ACh und Ch im Mikrodialysat wird durch
den Einsatz von immobilisierten Enzymen im Enzymreaktor (Acetylcholinesterase
und Cholinoxidase) hochspezifisch. Sie ist zugleich &auflerst sensitiv durch
Verwendung elektrochemischer Detektion (ECD; siehe Methoden). Mittels der
enzymkatalysierten Reaktion wurden ACh und Ch zu H;O, konvertiert und durch
Anlegen eines entsprechend hohen Potentials von +500 mV das H,O, oxidiert. ECD
in Kombination mit HPLC ermdglicht eine Quantifizierung der Analyte aus geringsten
Volumina biologischer Flussigkeiten; in der vorliegenden Arbeit aus 5 pl
Mikrodialysat. Enzymreaktoren, die Enzyme in immobilisierter Form enthalten, sind in
der biomedizinischen Analytik bereits in den 80er Jahren zum Einsatz gekommen.
Die Enzyme waren anfanglich nicht in feste Materialien eingebettet. Bei den neuen
Reaktoren handelt es sich um Festphasenreaktoren, d.h., die Enzyme sind kovalent
an die druckstabile Tragermatrix gebunden, was ihren Einsatz in der HPLC-Analytik
bei hohen Dricken und FluRraten ermdglicht. Ein sogenannter ,Biosensor® dieses
Typs wurde fur die Bestimmung von ACh entwickelt (Stadler und Nesselhut, 1986)
und inzwischen zu einem hochempfindlichen ACh-/Ch-Biosensor verbessert. Ein
derartiger mit Acetylcholinesterase E.C. 3.1.1.7 und Cholinoxidase E.C. 1.1.3.17

beladener Biosensor wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet.

4.2 In vitro-Experimente

4.2.1 Stabilitat von Hyperforin in aCSF

Das Acylphloroglucinol Hyperforin gilt als ausgesprochen oxidationsempfindlich und
als in bestimmten Losungsmitteln instabil (Orth et al., 1999b; vgl. Abschnitt 1.1.2,
Abbildung 1.1). Mehrere Oxidationsprodukte von Hyperforin wurden nachgewiesen:

U.a. monooxigeniertes Hyperforin, als Hauptoxidationsprodukt das Furohyperforin
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(Orthoforin) und Furohyperforinhydroperoxid (Trifunovic et al., 1998; Orth et al.,
1999b; Verrotta et al., 2000; Fuzzati et al., 2001). Ein Abbauprodukt oxidativer
Abspaltung der Isopren-Seitenketten ist das 2-Methyl-3-buten-2-ol (Kumar et al.,
2000). Detaillierte Fragmentierungswege sind von Fuzzati et al. (2001) vor-
geschlagen worden und zwar anhand von Untersuchungen mittels HPLC-ESI-MS
und MS" (Elektrospray-lonisation Massenspektrometrie). Die Autoren schrieben dem
Hyperforin in protischen Ldsungsmitteln eine bedeutend hdohere Stabilitat als in
unpolaren Solvenzien wie n-Hexan zu.

Die Instabilitdt von Hyperforin wurde durch eigene Beobachtungen bestatigt (vgl.
Abbildungen 3.1 und 3.2). Die Quantifizierung von Hyperforin in wassriger Lésung im
Kontext der Stabilitatsuntersuchung und im aufbereiteten Plasma erfolgte nach einer
im Rahmen dieser Arbeit etablierten HPLC-Methode mit elektrochemischer Detektion
(siehe 2.3.2). Die Hyperforingehalte wurden nach einer isokratischen Methode
untersucht. Das Detektionslimit lag bei 1 ug/ml (1.8 uM). Die Peakidentifizierung
erfolgte durch Retentionszeitvergleich mit der Standardsubstanz Hyperforin-
Reinsubstanz (98%ig, Schwabe), die in einem getrennten Lauf analysiert oder durch
Zugabe einer definierten Menge in einem Doppellauf gespiked (Aufstockversuche)
wurde. Die Peakquantifizierung erfolgte mit Hyperforin als externem Standard. Eine
ahnliche HPLC-Methode - jedoch mit UV-Detektion (270 nm) - wurde auch von Chi
und Franklin (1999) zur Bestimmung von Hyperforin im Blutplasma angewandt;

hierbei betrug die Nachweisgrenze angeblich 0.1 pg/ml (0.17 uM).

Die Lagerstabilitat von Hyperforin in aCSF wurde nach 24stindiger Lagerung bei
Raumtemperatur und Tageslicht und nach 60 Tagen Lagerung im Kuhlschrank
bestimmt. Wahrend der Gehalt in den bei Raumtemperatur gelagerten Proben eine
Abbaukinetik mit einer Halbwertszeit von 6.5 Stunden aufwies, blieb der Gehalt in
den kuhl und dunkel gelagerten Proben mit einer Halbwertszeit von ca. 5 Tagen uber
lange Zeit stabil (siehe Abbildungen 3.1 und 3.2). Dies zeigt den stabilisierenden
Effekt von Dunkelheit und Kalte. Auf der Basis dieser Stabilitdtsdaten wurden die in
der vorliegenden Arbeit verwendeten Hyperforin-Losungen fir jedes Experiment

frisch zubereitet.

Die Mikrodialyseversuche erstreckten sich Uber eine Dauer von 150 Minuten, in
denen die Sonde mit Hyperforin in artifizieller Cerebrospinalflissigkeit (aCSF)

perfundiert wurde (siehe Abschnitt 3.3). Der Zeitverlauf der Hyperforindegradation bei
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Raumtemperatur und Tageslichteinwirkung zeigt, dass nach 120 Minuten noch
deutlich Gber 80 % residuales Hyperforin in der aCSF vorhanden war und somit seine
Wirkung im Gehirn entfalten konnte (siehe Abbildung 3.2). Unter den Bedingungen,
bei denen die Mikrodialyseversuche durchgefuhrt wurden, war in der Tat eine
bedeutende Abnahme des Hyperforin-Gehaltes zu verzeichnen, jedoch erst nach

Abschluss der jeweiligen in vivo-Experimente.

4.2.2 Inhibitorische Effekte von Hyperforin auf das zentrale

cholinerge System: HACU-Hemmung

4.2.2.1 Befunde aus der Literatur

Die initialen Befunde zur Transmitter-Aufnahme-Hemmung durch den
Johanniskrautextrakt Li-160 stammen von Rolli et al. (1995) und Mdller et al. (1997).
Die Autoren zeigten am Synaptosomen-Modell, dass der Extrakt die Aufnahme von
Noradrenalin (NA), Serotonin (5-HT) und Dopamin (DA) mit halbmaximalen
Konzentrationen von 2 uyg/ml hemmt. Chatterjee et al. (1998b) und Mdller et al.
(1998) identifizierten im Agens Hyperforin das Transmitteraufnahme-hemmende
Prinzip. Zusatzlich zur Hemmung der neuronalen Aufnahme der Transmitter NA,
5-HT und DA wurde eine Aufnahmehemmung der Aminosaureransmitter GABA und
Glutamat durch Hyperforin gezeigt (Chatterjee et al., 1998b).

Diese breite Hemmcharakteristik gilt als Hinweis auf einen neuartigen
Wirkungsmechanismus des Hyperforins, der moglicherweise nicht mit spezifischen
Bindungsstellen am  Transportermolekil assoziiert ist, sondern vielmehr
Mechanismen der Transporter-Aktivitat im Allgemeinen involviert. Denn die
klassischen Antidepressiva hemmen die neuronale Transmitteraufnahme entweder
spezifisch in nur einem System (z.B. Citalopram) oder aber sie zeigen
Uberschneidende Effekte an wenigen Transmittersystemen (z.B. Imipramin,
Clomipramin, Desipramin; Mduller et al., 2000). Befunde aus Rezeptorbindungs-
Studien wie die sehr schwache Inhibition der [°H]-Paroxetin-Bindung (Singer et al.,
1999) und der [*H]-Citalopram-Bindung (Gobbi et al., 1999) sprechen fiir eine
Hemmung der 5-HT-Aufnahme durch Hyperforin, die nicht auf einem direkten
Hyperforin-Effekt auf den 5-HT-Transporter beruht.
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Muller et al. (2001) formulierten die Hypothese, dass die unselektive Hemmung der
Transmitter-Aufnahme auf einer bislang einzig fur Hyperforin nachgewiesenen
Erhdhung der intrazelluldren Na*-Konzentration beruht, also auf einer Verringerung
des transmembrandren Na'-Gradienten. Dies sind aus Studien an humanen
Thrombozyten und Maus-Synaptosomen hervorgehende Befunde (Singer et al.,

1999). Die folgende Tabelle 4.2 fasst die relevanten Befunde zusammen.

Hemmung der Neurotransmitter-Aufnahme in striatalen Synaptosomen der Ratte durch

¢ den hydroalkoholischen Extrakt LI 160 (5 % Hyperforin),

e den an Hyperforin angereicherten CO,-Extrakt (superkritische Extraktion mit CO,, 38 %ig) und
e durch Hyperforin Reinsubstanz.

Die Transmitter-Aufnahmehemmung verschiedener Extrakte korrelierte mit dem Hyperforin-Gehalt
in den Extrakten (Miller et al., 1998; Chatterjee et al., 1998; Wonnemann et al., 2001).

Die ICso-Werte fur die Hemmung der synaptosomalen Aufnahme von Neurotransmittern durch
Hyperforin in vitro liegen im nanomolaren Bereich: 80-830 nM bzw. 40-400 ng/ml. Die Potenz der
Inhibition der Wiederaufnahme der Transmitter durch Hyperforin ergibt die Anordnung: NA > DA >
GABA > 5-HT >> L-Glutamat (Chatterjee et al., 1998b, siehe Tab. 1.2; Mller et al., 1998).

Hemmung der 5-HT-Aufnahme in kortikalen Synaptosomen der Maus durch Hyperforin (ICsq:
1.2 uM) ist nicht kompetitiv und erfolgt durch eine Erhdhung der intrazelluldaren Natriumionen-
Konzentration (Singer et al., 1999). Befunde von Gobbi et al. (1999) sprechen eher fur einen
reserpindhnlichen Freisetzungs-Effekt von 5-HT d.h. eine Speicherentleerung also einen
transporterunabhangigen Mechanismus.

Hemmung der 5-HT-Aufnahme durch Hyperforin (ICs: 0.9 uM) in humanen Thrombozyten (gelten
als peripheres Modell fir die neuronale 5-HT-Aufnahme) mit vergleichbaren ICso-Werten wie in
Maus-Synaptosomen und iiber eine Erhéhung des intrazelluldren Na* (Singer et al., 1999)

Hemmung der 5-HT-Aufnahme durch Hypericum-Extrakt LI 160 in intakten Astrozyten der Ratte
(nicht-kompetitiv; Neary und Bu, 1998)

Tabelle 4.2: Befunde uiber funktionelle Effekte auf relevante Neurotransmittersysteme

Der Na'-Gradient extrazellular versus intrazelluldr stellt die treibende Kraft fiir die
Transportproteine der Monoamine NA, DA, 5-HT und der Aminosauren GABA und
Glutamat dar (Lester et al., 1994). Die Autoren wiesen fur alle funf
Neurotransmittersysteme die Abhangigkeit der Transmitteraufnahme von der Na'-
Gradient-Energiequelle nach.

Diese Befunde erklaren, dass Hyperforin unselektiv sehr viele unterschiedliche
neuronale Transportmechanismen hemmen kann. Der molekulare Mechanismus,
Uber den Hyperforin zu einer Zunahme der intrazelluldren Na*-Konzentration flhrt, ist

Gegenstand aktueller Forschung: Wonnemann et al. (2000) und Muller et al. (2001)
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diskutieren eine Interaktion von Hyperforin mit epithelialen Amilorid-sensitiven Na*-
Kanalen und Na*/H*-Austauschern (siehe Abschnitt 1.1.3.2).

Der Na*-H"-Antiporter ist ein wichtiges System zur Regulation der intrazelluldren Na*-
Konzentration, er wurde auf cerebralen Zellmembranen und Synaptosomen
nachgewiesen und ist durch Amilorid spezifisch hemmbar (Sauvaigo et al., 1984,
Frelin et al., 1988). Die Autoren Wonnemann et al. (2000) beobachteten, dass
Amilorid-Analoga, die bekanntlich die Na'-Leitfahigkeit beeintrachtigen, den GABA-
und Glutamat-Uptake signifikant erhdhen, jedoch deren Aufnahmehemmung durch
Hyperforin antagonisieren. Vermutlich ist die Aktivierung des Na'-Protonen-
Austauschs die Folge der in Synaptosomen beobachteten initialen intrazellularen pH-
Senkung. Mutmallich resultiert hieraus die 15 Minuten nach Hyperforin-Einwirkung
beobachtete intrazellulare pH-Steigerung und Acidifizierung des Mediums (in
humanen Thromozyten bzw. glatten Muskelzellen; Wonnemann et al., 2000;
Chatterjee et al., 2001; Muller et al., 2001).

Amilorid ist zusatzlich auch ein Antagonist an amiloridsensitiven epithelialen Na®-
Kanalen; eine Subklasse stellen die im Gehirn exprimierten BNC1 und BNC2 (brain
sodium channels) dar. Die Inhibition durch Benzamil, ein Amilorid-Derivat, bewirkt
eine Abschwachung des inhibierenden Effektes von Hyperforin auf die Glutamat-
Aufnahme in Synaptosomen, ein Befund, wonach die aktivierende Wirkung auf
amilorid-sensitive Na*-Kanzle in den molekularen Mechanismus von Hyperforin

einzuschlief3en ist (Garcia-Anoveros et al., 1997; Wonnemann et al., 2000).

4.2.2.2 Befunde der vorliegenden Arbeit

Hyperforin zeichnet sich durch sein nicht-selektives Wirkprofii der Hemmung des
Na’-abhangigen Transports von Monoaminen und Aminosauren in die
prasynaptische Endigung aus (siehe Tabelle 1.2). Daher ist auch eine Hemmung der
Na*-abhangigen hochaffinen Cholinaufnahme, des HACU (high affinity choline
uptake), denkbar und somit eine Modulation der cholinergen Neurotransmission.
Diese Arbeitshypothese wurde durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrten
Untersuchungen des HACU an synaptosomalen Praparationen des Rattenkortex” in

vitro verifiziert.
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Synaptosomen sind artifizielle prasynaptische vesikulare Strukturen, die durch
mechanische Abtrennung prasynaptischer Zellbereiche entstehen, deren
Membranen sich spontan wieder schlieRen. Synaptosomen als in vitro-Modell
abgeldster Synapsen besitzen die Kapazitdt der Transmitterfreisetzung und -
speicherung prasynaptischer Endigungen, der Regulation synaptischer Funktion tber
prasynaptische Mechanismen und die Kapazitat metabolischer Vorgange. Sie
vereinigen in sich die biochemischen, elektrophysiologischen und morphologischen
Eigenschaften der Prasynapse (Whittaker, 1992).

Mit Hilfe der unter Abschnitt 2.2.1.2 beschriebenen Praparation wurden intakte
Synaptosomen gewonnen, die spezifische Proteine der cholinergen Nervenendigung
besitzen (HACU, AChE, ChAT). Dies gilt allerdings nur fur den cholinergen Anteil der
Synaptosomen (Okuda et al., 2000).

Ziel der in vitro-Experimente war es, aufzuklaren, ob Hyperforin die HACU-Aktivitat in
der Zellmembran der Kkortikalen Nervenendigungen verandert. FUr diese
Fragestellung sind kortikale Synaptosomen ein geeignetes Modell zur Untersuchung
cholinerger Mechanismen, denn der Kortex ist Zielgebiet cholinerger Projektionen,
die vom Nucleus basalis ausgehen (siehe Abbildung 1.5). Da den cholinergen
Neuronen die Fahigkeit zur de novo Synthese von Cholin fehlt, sind sie funktionell
von der Cholinaufnahme abhangig (Tucek, 1985). In Studien an cerebralen
Synaptosomen konnten zwei Carrier-vermittelte Transport-Systeme fur die Cholin-
Aufnahme nachgewiesen werden (Yamamura und Snyder, 1973; Kuhar und Murrin,
1978):

e Der niedrigaffine Transporter LACU schleust Cholin Na*-unabhangig in die
Prasynapse, wurde sowohl in Neuronen als auch in Gliazellen nachgewiesen
und wird durch Hemicholinium-3 (HC-3) mit einer Inhibtionskonstante K; von
ungefahr 50 yM gehemmt.

¢ Das hochaffine Transportsystem flr Ch, der HACU, ist auf cholinerge Neurone
beschrankt und hier vor allen an den Nervenendigungen lokalisiert. Der
biologische Sinn des HACU wird in der Sicherung der bevorzugten
Versorgung der cholinergen Neurone mit Cholin als ACh-Vorstufe vermutet.
Die zellulare Aufnahme von Cholin gegen den Konzentrationsgradienten ist
moglich, da der HACU energieabhangig arbeitet; er nutzt den durch die

Na*/K*-ATPase aufrecht erhaltenen Natrium-Gradienten zum Cotransport mit
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Ch. Der Na'-Gradient und das Membranpotential unterhalten einen Na’-
gekoppelten Cholininflux. Die HC-3-Inhibition des HACU weist eine
Hemmkonstante K; von 0.02 - 1 yM (Jope, 1979) bzw. 0.01 - 0.1 uM (Okuda
et al., 2000) auf.

Die Bestimmung der HACU-Aktivitat erfolgte nach der im Abschnitt 2.2.1.3
erlauterten Methode, anhand zweier den HACU kennzeichnenden Kriterien: Na®-
Abhangigkeit und HC-3-Sensitivitat. Wesentlicher Bestandteil der Experimente ist die
Inkubation mit [°H]-Cholin. Dieses wird iiber den HACU selektiv in die cholinergen
Terminalen aufgenommen (Jope, 1979). In dieser und anderen in vitro-Studien zur
Klarung der zugrundeliegenden pharmakologischen Wirkprinzipien von Hyperforin
wurden Konzentrationen im hohen nanomolaren und niedrigen mikromolaren Bereich
eingesetzt (Chatterjee et al. 1999b; Fisunov et al. 2000; Wonnemann et al. 2000);
dementsprechend erfolgte die Hyperforin-Konzentrationswahl in den im Folgenden

diskutierten in vitro-Experimenten.

Die im Abschnitt 3.2.2 prasentierten Ergebnisse aus Untersuchungen an
synaptosomalen Praparationen des Rattenkortex” zeigen, dass Hyperforin in einer
Konzentration von 10 yM die Natrium-abhangige hochaffine Cholinaufnahme in die
Synaptosomen effektiv. hemmt. Dahingegen wird die Aktivitdt des Natrium-
unabhangigen und niedrigaffinen LACU in Gegenwart von Hyperforin nicht
beeintrachtigt (siehe Abbildung 3.4 und 3.5). Diese Daten sind kompatibel mit
vorherigen bereits in den obigen Abschnitten erwahnten Befunden, wonach
Hyperforin die zellulare Aufnahme nicht-cholinerger Transmitter unselektiv inhibierte,
und zwar durch Intervention mit der intrazellularen Natrium-Homdostase (Singer et
al., 1999; Wonnemann et al., 2000).

Cholin und sein hochaffines Aufnahme-System HACU miissen damit zu der
Gruppe Natrium-abhangiger und durch Hyperforin modulierter Targets

gerechnet werden.
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4.2.2.3 Eigene Ergebnisse zur depolarisationsinduzierten Stimulation des
HACU

Chatterjee und Bhatnagar (1990) und Yamada et al. (1991) berichteten, dass die
Aktivierung des HACU ein Calcium-/Calmodulin-assoziierter Prozess ist. Jungste
Daten weisen auf eine Interaktion von Hyperforin mit Calmodulin-abhangigen
Mechanismen hin (Fisunov et al., 2000; s.u.). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit
die Sensitivitat der HACU-Aktivierung gegenuber der Inhibition Calcium-abhangiger
Kinasen Uberpruft.

Die Aktivitat des HACU kann durch Prainkubation der Synaptosomen in
depolarisierendem Medium gesteigert werden; die Messung des HACU erfolgt in
physiologischer Losung (siehe 3.2.4). Die gebrauchlichste Methode ist die Kalium-
Depolarisation mit einer 62mM Losung (Murrin und Kuhar, 1976). Die durch Kalium
evozierte Freisetzung ist eine relativ unspezifische Methode, da die Neurotransmitter-
Freisetzung allgemein stimuliert wird.

Das Membran-Ruhepotential des Synaptosoms von ca. -70 mV ist im wesentlichen
ein Kaliumdiffusionspotential (Tucek, 1984). Da die Membran K*-permeabel ist, fihrt
eine extrasynapotosomale Erhéhung der K'-Konzentration zu einer Reduktion des
Membranpotentials: Beispielsweise verringert eine ca. 60 mM K'-Inkubationslésung
das Potential auf ca. -25 mV und ruft somit eine Depolarisation hervor (Blaustein und
Goldring, 1975). Die minutenlang anhaltende Aktivierung des HACU nach
Depolarisation prasynaptischer Endigungen, also Erh6hung der neuronalen Aktivitat
(Impulskopplung) wird u.a. i.) durch eine Modulation der Aktivitat existierender Carrier
durch Phosphorylierung mittels der cAMP-abhangigen Proteinkinase A oder Ca?*-
Calmodulin-abhangiger Kinasen erklart; ii.) denkbar ware zudem der Mechanismus
der Bereitstellung neuer Transportstellen (Chatterjee und Bhatnagar, 1990; Knipper
et al., 1992); iii.) als weiterer Mechanismus der Regulation des HACU wurde
postuliert, dass cytoplasmatisches ACh in der Ruhephase den HACU blockiert; durch
Aufnahme von ACh in die entleerten Vesikel kame es zu einer Disinhibition der Ch-
Carrier (Jenden et al., 1976); vi.) die HACU-Aktivierung konnte auch die Folge einer
verringerten intrazellularen Ch-Konzentration als Konsequenz der verstarkten ACh-
Resynthese sein (Tucek, 1993); v.)Tucek diskutiert auch die Moéglichkeit der HACU-
Stimulation aufgrund extrazellular hoher Ch-Konzentrationen nach Hydrolyse des

vermehrt ausgeschutteten ACh; vi.) des weiteren wird eine durch die post-
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stimulatorische Aktivierung der Na'/K'-ATPase bedingte Hyperpolarisierung als
treibende Kraft des HACU in Betracht gezogen (Tucek, 1993).

Im Versuchsansatz der Depolarisation wurden die Effekte eines Calcium-
/Calmodulin-abhangigen Kinase-ll-Hemmers «KN-62» und eines Protein-Kinase-C-
Inhibitors «Ro 31-8220» jeweils in einer Konzentration von 1 uM auf die
stimulationsbedingte HACU-Erhdhung untersucht (vgl. 3.2.4.4).

Die Ca*-/Calmodulin-abhédngige Kinase-ll (CaMKIl), ist eine Ca**-sensitive Multi-
Substrat-Kinase, die in verschiedene neuronale Funktionen eingebunden ist. KN 62
ist ein zellpermeabler, selektiver und direkt mit der Calmodulin-Bindungsstelle des
Enzyms interagierender Hemmstoff der CaMKII (ICsp: 0.9 uM).

Die Proteinkinase C (PKC) umfasst eine Gruppe von 11 Isoenzymen, die in die
Signaltransduktion involviert sind und abhangig vom Zelltyp Einfluss auf die
Proteinbiosynthese, das Zytoskelett oder auf die Kontrolle des Stoffwechsels
nehmen. Aufgrund struktureller Unterschiede und regulatorischer Eigenschaften
ergab sich die Klassifizierung in drei Gruppen: cPKC (conventional), nPKC (novel,
non-conventional) und aPKC (atypical). Die Substanz Ro 31-8220 ist ein selektiver
Inhibitor der cPKC-Isoformen (sog. mixed PKC isoforms; &, BI, BII, Y), die
durch u.a. durch Calcium aktiviert werden (Beltmann et al., 1996; Alessi, 1997; Liu
und Heckmann, 1998).

Wie in den Abschnitten 3.2.4.3 und 3.2.4.4 dargestellt, erwies sich sowohl die
stimulierte HACU-Aktivitat nach vorangestellter Depolarisation als auch die HACU-
Aktivierung nach Depolarisation bei gleichzeitiger Wirkstoff-Inkubation als nicht
sensitiv gegenuber der Inhibition der Calcium-/Calmodulin-abhangigen Kinase Il oder
der Protein-Kinase C (vgl. Abbildungen 3.9 und 3.10). Dahingegen inhibierte
Hyperforin die nach praponierter KCI-Depolarisation stimulierte HACU-Aktivitat und
die depolarisations-induzierte HACU-Aktivierung nach Depolarisation bei simultaner
Hyperforin-Einwirkung in ahnlichem Ausmall wie den unstimulierten HACU in
Synaptosomen (vgl. 3.2.4.1, 3.2.4.2, 3.2.2; Abbildungen 3.7, 3.8, 3.4 und 4.5).

Demzufolge involviert der molekulare Wirkungsmechanismus von Hyperforin
anscheinend nicht die direkte Inhibition wichtiger Calcium-abhangiger Kinasen der
synaptischen Endigungen. Hyperforin interferiert mdglicherweise mit einem bislang
unbekannten Mechanismus der depolarisationsbedingten Stimulation des HACU. Es

ist nicht auszuschlieRen, dass Hyperforin mit anderen wichtigen Ca**-/Calmodulin-
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abhangigen Prozessen wie z.B. der Aktivierung von P-Typ-Calcium-Kanalen
(Fisunov et al., 2000; vgl.) interagiert und somit die depolarisations-induzierte HACU-
Aktivierung beeinflusst. Denn von Fisunov et al. (2000) wurde berichtet, dass
Hyperforin die lonenleitfahigkeit in cerebellaren Purkinje-Zellen Uber P-Typ-Ca-
Kanale moduliert (vergleiche 4.3.2.1). Die Autoren vermuten, dass Hyperforin ein
intrazellulares Signal generiert, welches auf P-Typ-Calcium-Kanale Ubermittelt wird
und zwar entweder via Interaktion mit dem Ca®'; -bindenden Protein Calmodulin
(CaM) (Lee et al., 1999) oder uber CaM-aktivierte Signalwege. Die Aktivitat der P-
Typ-Calcium-Kandle kann durch Feedback-Regulation (iber Ca®**-/Calmodulin
moduliert werden (Lee et al., 1999). Die durch Hyperforin hervorgerufene Modulation
der Spannungsabhangigkeit und der Aktivierungskinetik von P-Typ-Ca?*-Kanalen
wird in Gegenwart des reversiblen CaM-Inhibitors Calmidazolium signifikant
gehemmt. Calmidazolium hemmt die Aktivitat einer Vielzahl CaM-abhangiger
Enzyme u.a. die Ca*/CaM-abhangige Protein-Kinase Il (CaMKIll), deren
mechanistische Beteiligung aufgrund durchgeflihrter Experimente mit dem
spezifischen CaMKII-Hemmstoff KN 62 nicht gegeben zu sein scheint (siehe 3.2.4.4).
Ungeklart ist, ob weitere Calmidazolium-sensitive CaM-abhangige Kinasen in die
Regulation der Aktivitat von P-Typ-Ca**-Kanalen durch Hyperforin involviert sind wie
z.B. die Ca?*/CaM-abhangige Protein-Phosphatase (Calcineurin), die Myosin-light-
chain-Kinase, die Adenylat-Zyklase (Fisunov et al., 2000).

Die modgliche Beziehung zwischen der von Fisunov beschriebenen Hyperforin-
Wirkung und dem Effekt auf den transmembranaren Natrium-Gradienten (Muller et
al., 2001) ist derzeit nicht bekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Hyperforin die hochaffine
Cholinaufnahme (HACU) in Synaptosomen mit einer Hemmkonstante I1Cso von
8.5 uM hemmt (vgl. Abbildung 3.6). Jedoch ist bis heute nicht eindeutig geklart,
welche molekularen Mechanismen daran beteiligt sind. Der klare in vitro-Befund
fUhrte zu der Frage, welche Konsequenzen in vivo zu erwarten sind. Zur Verifizierung
der HACU-Inhibition durch Hyperforin in vivo wurden die im Folgenden diskutierten

Mikrodialyse-Experimente durchgefuhrt.
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4.3 Duale Modulation striataler cholinerger Parameter

durch Hyperforin in vivo

Mit Hilfe der Mikrodialyse-Technik wurde gepruft, ob Hyperforin nach lokaler sowie
systemischer Gabe die cholinerge Neurotransmission im Striatum beeinflusst. Dazu

wurden Acetylcholin und Cholin im Perfusat quantifiziert.

4.3.1 Depressorische Wirkung auf das cholinerge System nach

lokaler Gabe

Bei der Auswertung und der Interpretation der Ergebnisse Uber den Einfluss einer
lokalen Perfusion von Hyperforin auf die striatale ACh-Freisetzung mussen Faktoren
berlcksichtigt werden, in denen sich die Ilokale Perfusion von anderen
Applikationsarten unterscheidet: Hierzu gehort die Ausbildung einer uneinheitlichen
lokalen Konzentration der Substanz in unmittelbarer Umgebung der Sonde im
Gegensatz zu den nahezu einheitlichen Hyperforin-Konzentrationen im ZNS nach

systemischer Verabreichung.

Die tatsachliche Konzentration von Hyperforin im sondennahen Gewebe hangt von
folgenden Faktoren ab: i.) Von der Konzentration in der Perfusionsflissigkeit, ii.) von
der Perfusionsgeschwindigkeit, iii.) vom Abstand zur Sonde, iv.) vom
Verteilungsvolumen der Substanz im Gewebe extra- und intrazellular und v.) von der
Elimination per Diffusion und dem vaskularem Abtransport in das umliegende
Gewebe. Die Hyperforin-Konzentration bei der lokalen Perfusion ist in unmittelbarer
Umgebung der Sonde nicht einheitlich, sondern es bildet sich im Raum bis 2 mm um
die Sonde ein nach allen Richtungen hin abfallender Konzentrationsgradient aus.
Dies ist nach Benveniste (1989) und Benveniste und Huttemeier (1990) auch der
Bereich, aus dem Substanzen aus dem interstitiellen Raum in die Perfusions-

flissigkeit dialysiert werden wie in der vorliegenden Arbeit ACh und Ch.

Der Natrium-abhangige HACU ist funktionell mit der ACh-Synthese und der ACh-
Freisetzung Uber das Massenwirkungsgesetz gekoppelt (Tucek, 1984). Die
Korrelation der HACU-Aktivitat mit der cholinergen Aktivitat und die Tatsache, dass

die Transportkonstante Ky des HACU mit 1-2 uyM im Konzentrationsbereich des
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extrazellularen Cholins von 3-5 uM im Gehirn liegt, fuhrte zu der Hypothese, dass die
hochaffine Cholinaufnahme der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der ACh-
Synthese sei (Tucek, 1985; Yamamura und Snyder, 1973; Kuhar und Murrin, 1978).
Der HACU (ilt als ein direktes Mal} fur die ACh-Freisetzung (Murrin et al., 1977),
denn die Aktivitat des HACU ist nach Hemmung der cholinergen Transmission z.B.
durch Oxotremorin, Barbiturate erniedrigt und nach Stimulation z.B. durch Atropin,
Pentylentetrazol erhoht.

Erwartungsgemald musste eine HACU-Inhibition in einer verringerten ACh-
Freisetzung und einer erhdhten extrazellularen Ch-Konzentration resultieren, da der
Prakursor (Ch) fur die Neusynthese des ACh nicht mehr wiederaufgenommen wird,
sondern im EZR kumuliert und abdiffundiert. Die selektive Inhibition des HACU durch
HC-3 fuhrt tatsachlich zu einer Reduktion der extrazellularen ACh-Konzentrationen
und resultiert in einer Erhdhung der Ch-Spiegel im EZR des Rattenstriatums in vivo
(Ikarashi et al., 1997a).

In der vorliegenden Arbeit wurde die basale ACh-Freisetzung im Striatum der Ratte
bei lokaler Infusion von 100 pyM Hyperforin um ca. 50 % signifikant vermindert,
obgleich zeitverzdgert erst nach einem kurzen transienten Anstieg auf etwa 130 %
des Basaleffluxes. Parallel zum ACh-Abfall stiegen die extrazellularen Ch-Level
deutlich an (siehe Abblidung 3.11).

Es gelang also - wie im Falle der striatalen HC-3-Perfusion in der Mikrodialysestudie
von lkarashi et al. (1997a) - die ACh-Freisetzung durch Hyperforin zu reduzieren und
die Ch-Spiegel zu erhdhen. Mit diesem Profil der striatalen ACh- und Ch-Konzen-
trations-Verlaufe konnte die HACU-Hemmung durch Hyperforin erstmals in vivo
belegt werden. Die reziproke Relation zwischen den extrazellularen ACh- und Ch-
Konzentrationen nach pharmakologischer Manipulation des striatalen cholinergen
Parameters HACU ist charakteristisch fur das cholinerg dicht innervierte Striatum.
Die Kumulation der Vorstufe Ch im synaptischen Spalt und die verminderte ACh-
Freisetzung als Antwort auf eine unterbundene Cholin-Bereitstellung durch HACU-
Inhibition kdnnen nur hier beobachtet werden. Diese enge Korrelation gibt Hinweise
darauf, dass im Striatum die extrazellularen Ch-Konzentrationen in betrachtlichem
Ausmald durch die Aktivitat der cholinergen Transmission bestimmt werden, die sich

in der HACU-Aktivitat widerspiegelt. In Hirnregionen mit sparlicher cholinerger
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Innervation wird die Cholin-Homoostase durch andere metabolische Prozesse wie

den Phosphatidylcholin-Metabolismus dominiert (Loéffelholz et al., 1993).

Der in vivo-Befund nach Infusion von 100 uM Hyperforin ist ein direktes Korrelat zu
den in vitro-Ergebnissen der HACU-Hemmung. Jedoch kann das Resultat nicht in
quantitativem Bezug diskutiert werden, da keine exakte Angabe uber die
Konzentration an Hyperforin im EZR des Gehirns gemacht werden kann (es ist nicht
bekannt, in welchem MalRe Hyperforin die Dialysemembran passiert und wie es sich
im Gewebe verteilt). Mittels Mikrodialyse ist keine Infusion per se mdglich, sondern
lediglich eine Perfusion des sondennahen Gewebes mit dem Anteil der in der aCSF
geldsten Substanz, welcher die Dialysemembran passiert. Gemal historischer Daten
ist von einer extrazelluldaren Hyperforin-Konzentration von ca. 10 % der Infusions-
Konzentration auszugehen. Diffundieren demnach 10 % des Hyperforins einer
100 uM Perfusionslésung in das Hirngewebe, so werden im Durchschnitt 10 uyM in
Sondennahe erreicht. Diese postulierte Konzentration lage nach unseren Messungen
im far die HACU-Inhibition im Synaptosomen-Modell relevanten, einstelligen
micromolaren Bereich (IC5¢ 8.5 pM, vgl. 3.2.3) und ist demnach kompatibel mit den

inhibitorischen Effekten von Hyperforin auf die ACh-Freisetzung in vivo.

4.3.2 Stimulatorische Wirkung auf das striatale cholinerge System

4.3.2.1 Lokale Infusion niedriger Hyperforin-Konzentrationen

In der vorliegenden Arbeit wurde nach striataler Hyperforin-Perfusion mit niedrigen
Konzentrationen von 10 und 30 uM im Gegensatz zur 100uM-Infusion eine
konzentrationsabhangige Stimulation der ACh-Freisetzung beobachtet (vgl. 3.3.1
Abbildungen 3.12 und 3.13). Hyperforin fuhrte zu einer signifikanten und
sprunghaften Steigerung der ACh-Freisetzung im Striatum auf ca. 180 % bzw. 215 %
des Basaleffluxes. Parallel dazu konnte eine Abnahme der extrazellularen Ch-
Konzentrationen bis auf Werte um ca. 50 % beobachtet werden.

Dadurch wird abermals die inverse Beziehung zwischen den ACh- und Ch-
Konzentrationen im EZR des Rattenstriatums (lkarashi et al., 1997a) bestatigt. Diese
Autoren beobachteten nach Gabe von Atropin (3.5 mg/kg i.p.) eine sofortige

Zunahme des extrazellularen ACh und eine um 20 Minuten retardierte Ch-Abnahme.
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Diese Verzogerung ist darin begrindet, dass die gesteigerte ACh-Freisetzungsrate
der Veranderung des HACU vorangeht. Die verstarkte Aktivitat cholinerger Neurone
nach Atropin lasst sich durch die Blockade prasynaptischer (M,-)Muskarinrezeptoren
erklaren.

Ein ahnliches Profil des Konzentrationsverlaufs von ACh und Ch im EZR zeigt auch
Hyperforin nach Infusion von 30 uM (siehe Abbildung 3.12), namlich einen rapiden
ACh-Anstieg und eine retardierte Ch-Abnahme.

Die angefuhrten Ergebnisse sowie auch die initiale transiente Steigerung nach
Infusion von 100 uM Hyperforin (siehe 4.4.1 Abbildung 3.11) sind vermutlich die
Folge eines facilitierenden Effektes des Wirkstoffes auf die ACh-Freisetzung (siehe
1.1.3.2). Dass der Anstieg der ACh-Freisetzung nach Infusion von 100 uM Hyperforin
transient war, konnte dadurch bedingt sein, dass eine gleichzeitig auftretende
inhibitorische Wirkung auf den HACU diese Stimulation neutralisiert und
Uberkompensiert. Dies erklart den verzogerten Eintritt der Reduktion der ACh-
Freisetzung, die erst eintrat, nachdem die inhibitorische Wirkung des
hochkonzentrierten Hyperforins gegenuber den stimulatorischen Effekten des
anflutenden Hyperforins berwog.

In den in vivo-Untersuchungen mit 10 und 30 yM wurde demnach kein Korrelat zu
der im in vitro-Versuch beobachteten Hemmung des HACU durch Hyperforin
gefunden. Vermutlich wurden im perfundierten Gewebe lediglich Konzentrationen
erreicht, die fur eine zur Auspragung kommenden HACU-Inhibition nicht ausreichten.
Denn bis zu einer gewissen Konzentrationsstufe fuhrt Hyperforin bei steigenden
lokalen Konzentrationen zu einer graduellen Stimulation der ACh-Freisetzung, ab
dieser jedoch verursacht es eine Reduktion der ACh-Ausschuttung (vgl. 4.3.1).

Die Freisetzung von ACh kann allgemein in zwei unterschiedliche Freisetzungstypen
unterschieden werden: i.) ,Ruhefreisetzung” als Freisetzung bei geringer, basaler
Nerventatigkeit und ii.) ,stimulierte Freisetzung“ als Folge einer beschleunigten

Feuerungsrate bzw. einer Depolarisation der Nervenzellmembran.

Die Hypothese zur Erklarung der stimulatorischen Wirkung von Hyperforin auf die
ACh-Freisetzung stutzt sich auf folgende in vivo- und in vitro-Befunde:

e In einer in vivo-Studie wurde mittels Push-Pull-Technik gezeigt, dass nach

Hyperforin-Behandlung eine Zunahme der extrazellularen Konzentrationen

von 5-HT, DA, NA, L-Glu im Locus Coeruleus der Ratte erfolgt (Kaehler et al.,
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1999; Philippu, 2001). In Ubereinstimmung damit ergab eine Mikrodialyse-
Studie an Ratten, dass ein Hyperforin-reicher Extrakt die Konzentration von
DA im EZR des Striatums und des Nucleus accumbens erhoht (Di Matteo et
al., 2000). Die angefuhrten Befunde wurden von den Autoren als Reuptake-
Hemmung diskutiert. Es widerspricht aber dieser Interpretation, dass der
Transmitter GABA - trotz ahnlicher Empfindlichkeit dieses Systems - im EZR
nicht ansteigt (vgl. in vitro-Daten zur Aufnahme-Hemmung Tabelle 1.2).

Die Daten der vorliegenden Arbeit stutzen dahingegen eine alternative
Hypothese, namlich die der Neurotransmitter-Freisetzung durch Hyperforin.
Diese Hypothese stellt nicht etwa die Ergebnisse der Arbeiten von Kaehler et
al. (1999) und Di Matteo et al. 2000, sondern deren Interpretation in Frage.
Denn anhand der Transmittersysteme 5-HT, DA, NA, L-Glu ist in vivo keine
Unterscheidung zwischen Aufnahme-Hemmung und einer reaktiven
Freisetzung moglich, da beide Effekte in einer verstarkten serotoninergen,
dopaminergen, noradrenergen bzw. glutamatergen Transmission resultieren
(siehe 1.2.3). Einzig im in der vorliegenden Arbeit untersuchten cholinergen
System ist die Unterscheidung zwischen Aufnahme-Hemmung und
Freisetzung gegeben. Denn die HACU-Hemmung bewirkt eine verminderte
cholinerge  Transmission (siehe Abbildung 3.11), wohingegen ein
Freisetzungs-Effekt die ACh-Auschuttung steigern wurde (vgl. Abbildungen
3.12 und 3.13). Diese in vivo-Tierstudien und die vorliegende Mikrodialyse-
Studie belegen, dass Hyperforin-Gaben eine unselektive reaktive
Neurotransmitter-Freisetzung zur Folge haben, der Substanz demzufolge

durchaus auch potentielle toxische Eigenschaften anhaften konnten.

Die in vitro-Befunde von Gobbi et al. (1999) gehen mit der Theorie der Frei-
setzung konform: Die Autoren beobachteten nach Behandlung mit hydrome-
thanolischem Hypericum-Extrakt (3-10 pg/ml) sowie Hyperforin (0.3-1 pg/l)
eine Serotonin-(5-HT)-Freisetzung aus mit [*H]-5-HT-beladenen Synaptoso-
men des Rattenkortex’, die nicht Uber den 5-HT-Transporter vermittelt war; sie
diskutierten eine reserpinahnliche Wirkung in serotonergen Terminalen, d.h.,
eine Entleerung der 5-HT-Speichervesikel mit darauffolgendem Anstieg der
zytosolischen 5-HT-Konzentrationen und einer indirekten Hemmung der 5-HT-

Aufnahme in kortikale Synaptosomen.
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Die von Gobbi et al. (1999) spekulierte Reserpin-Analogie wird durch aktuelle
Befunde von Chatterjee et al. (2001) modifiziert: Hyperforin stimulierte namlich
in vitro die Freisetzung von Glutamat, GABA und Aspartat aus kortikalen
Synaptosomen, wohingegen nach Inkubation mit Reserpin, einem Freisetzer
vesikularer Monoamine, eine solche Aminosaure-Freisetzung weder erwartet
noch beobachtet wurde. In diesem in vitro-Modell erhéhte Hyperforin die
synaptosomale Ca?*-Konzentration und verringerte initial den synaptosomalen
pH, Wirkungen, welche der Eigenschaft der Transmitter-Freisetzung zugrunde
liegen konnten (Chatterjee et al., 2001; Koch et al., 2001). Die Hemmung der
Neurotransmitteraufnahme ist demnach weder der primare noch der einzige
Effekt von Hyperforin in isolierten prasynaptischen Terminalen.

Ein Einfluss von Hyperforin auf die vesikulare 5-HT-Speicherung wurde von
Uebelhack und Franke (2001) in humanen Thrombocyten bestatigt. Die
Hypothese der Reuptake-Hemmung muss hiernach insoweit modifiziert
werden, als sich der Angriffspunkt vom zellmembranstandigen 5-HT-
Transporter zur vesikuldren Ebene hin verschiebt. Aus den 5-HT-Spei-
chervesikeln freigesetztes und im Zytoplasma akkumuliertes 5-HT kann uber
den auswartsgerichteten, in der Plasmamembran befindlichen 5-HT-Trans-
porter hinausgeschleust werden. Somit gelangt 5-HT Uber einen nicht-vesiku-
laren Efflux in den synaptischen Spalt. Die Transporterumkehr wird zusatzlich

durch die Hyperforin-induzierte intrazellulare Na*-Zunahme untersttitzt.

Ein Einfluss von Hyperforin auf die lonenleitfahigkeit neuronaler Gewebe
wurde in Untersuchungen von Chatterjee et al. (1999b) und Krishtal et al.
(2001) im Neuronenmodell cerebellarer Purkinje-Zellen und in isolierten
hippokampalen Pyramiden-Zellen nachgewiesen: Hyperforin moduliert
neuronale GABA-, AMPA- und NMDA- assoziierte Strome, sowie spannungs-
gesteuerte Ca®*-, Na*-, und K*-Stréme. Die Bedeutung dieser Befunde im
Kontext der Freisetzung ist noch unklar.

Am interessantesten sind in diesem Zusammenhang Ergebnisse aus
elektrophysiologischen Experimenten von Fisunov et al. (2000): Hyperforin
moduliert in cerebellaren Purkinje-Zellen die Eigenschaften spannungs-
abhangiger Calcium-Kanale vom P-Typ. Hyperforin verringert den Grad der fur
den Einstrom von Ca®" erforderlichen Depolarisation, ein Effekt, der potentiell

facilitierend fiir die Ca?*-getriggerte Neurotransmitterfreisetzung ist.
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Neuronale hoch spannungs-abhangige Calcium-Kanale vom P-Typ (high-
voltage-activated channels ,HVA") sind essentielle Regulatoren der
neuronalen Aktivitat. Durch Kontrolle des Influxes von Calcium aus dem EZR
in das Zytoplasma triggern sie die Neurotransmitter-Freisetzung, verandern
die Aktionspotential-Feuerungsrate und induzieren die Genexpression von c-
fos (Okuda et al., 2000). Nach Depolarisation der Plasmamembran durch ein
Aktionspotential offnen sich die spannungsabhangigen Ca-Kanale, die in
dichter Lokalisation in den Nerventerminalen, den sogenannten ,active zones*,
vorkommen. Der Calciumeinstrom flhrt zu einem starken raumlich begrenzten
Anstieg der intrazellularen Ca2+-Konzentration, der die Fusion der
Speichervesikel-Membran mit der Plasmamembran und somit die

Transmitterabgabe auslost.

Zusatzliche Untersuchungen sind erforderlich, um zu klaren, ob eine Interaktion mit
den synaptischen Na'-Konzentrationen, dem pH-Wert oder mit der Calcium-
Homodostase flr die in der vorliegenden Arbeit beobachteten stimulatorischen Effekte

von Hyperforin auf ACh-Freisetzung verantwortlich sind.

4.3.2.2 Systemische Applikation von Hyperforin

Voraussetzung fur die Untersuchung zentraler Effekte von systemisch appliziertem
Hyperforin ist seine Fahigkeit zur Passage der Blut-Hirn-Schranke. Bereits 1988 wies
Ostrowski oral appliziertes “C-markiertes Hyperforin im Gehirn von Mausen nach.
Die Ergebnisse nach systemischer Gabe von Hyperforin (siehe 4.3.2.2 und 4.4)
bestatigen die Hirngangigkeit der Substanz, denn die Hyperforin-Wirkungen wurden
durch Messungen im Gehirn festgestellt. Hyperforin ist ein apolarer Inhaltsstoff des
Johanniskrautes mit einem n-Octanol-Wasser-Koeffizienten von ca. 72 (Ostrowski,
1988). Dieser Verteilungskoeffizient gilt als MalR fur die Verteilung einer Substanz
zwischen hydrophiler und lipophiler Phase und ermdglicht erste Voraussagen uber

das pharmakokinetische Verhalten einer Substanz z.B. Hirngangigkeit.

Nach systemischen Gaben werden allgemein geringere Wirkstoffkonzentrationen im
Gehirn erzielt, als sie durch lokale Gaben Uber die Mikrodialysesonde im cerebralen
Zielareal erreicht werden konnen. Die in dieser Arbeit verwendeten Hyperforin-Dosen
wurden in Anlehnung an eine Push-Pull-Studie von Kaehler et al., (1999) gewahilt,

aus der hervorgeht, dass Hyperforin die extrazellularen Konzentrationen von
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Katecholaminen, Serotonin und Glutamat in vivo im Locus Coeruleus der Ratte nach
Injektion von 10 mg/kg i.p. nachhaltig erhéht.

Nach intraperitonealer Applikation von 1 und 10 mg/kg Hyperforin stieg der striatale
ACh-Efflux an, wahrend der Cholin-Efflux abnahm (siehe Abbildungen 3.14 und
3.15). Die hohere Dosis zeigte eine starkere Auspragung des Effektes.

Die im Vordergrund stehende Wirkung nach systemischer intraperitonealer Appli-
kation von Hyperforin war demnach die facilitierende Wirkung auf die ACh-Frei-
setzung, analog zu den Effekten nach lokaler Gabe niedriger Hyperforin-Konzen-
trationen (siehe 4.3.2.1). Eine Inhibition der Freisetzung konnte demnach nur nach

lokaler Infusion hoher Hyperforin-Konzentrationen beobachtet werden (siehe 4.3.1).

Die Gleichheit der Ergebnisse im Striatum und im Hippokampus (siehe 3.3.2 und 3.4)
nach Hyperforin-Behandlung impliziert, dass die Entfaltung eines primar
freisetzenden Effektes am cholinergen Neuron den signifikanten ACh-Anstieg im
EZR bedingt. Es ist jedoch auch vorstellbar, dass in diesem Befund ein indirekter
Effekt zur Auspragung kommt, vermittelt Uber eine Freisetzung oder Reuptake-
Hemmung anderer Neurotransmitter. Dies sei im Folgenden eingehender erlautert:
Die ACh-vermittelte Neurotransmission besitzt eine entscheidende Rolle in der
Kontrolle willkirlicher Bewegungen, die dem Striatum unterliegt; demgemass finden
sich in dieser Hirnregion hochste Level an ACh (Calabresi et al., 2000). Ein
intrinsisches neuronales Netzwerk - bestehend aus Interneuronen - reprasentiert die
wichtigste ACh-Quelle im Striatum. Die cholinergen Interneurone sind vorwiegend
von extrinsischen kortiko- und thalamofugalen glutamatergen Fasern innerviert.
Daneben empfangen sie extrinsische dopaminerge und intrinsische glutamaterge
synaptische Inputs und werden auch durch cholinerge Autoregulation moduliert
(Ikarashi et al., 1998).

Nach systemischer Gabe wird das Hyperforin sehr gleichmafig im Gehirn der Ratte
verteilt vorliegen. Da das Hyperforin laut in vitro-Daten (siehe 1.1.3.1) in niedrigen
nanomolaren Konzentrationen die synaptische Aufnahme der Transmitter NA, DA,
GABA, 5-HT und Glutamat hemmt, und das Striatum als Inputstation verschiedenster
Projektionen fungiert (s.o.; Legende der Abb. 1.9), waren pharmakologische
Mischeffekte nach systemischer Gabe denkbar, d.h., Wirkungen in verschiedenen
Hirnregionen, die in das Striatum projizieren. Diese kdnnen sich aus zum Tell

entgegengesetzten Einzeleffekten zusammensetzen und sich dabei aufsummieren
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oder neutralisieren. Die vorliegenden in vivo-Daten (s.0.) lassen diesbezlglich keine

naheren Schlussfolgerungen zu. Denn die durchgeflihrten in vivo-Versuche stellen

eine qualitative, deskriptive Studie zur Untersuchung der Wirkung von systemisch

appliziertem Hyperforin unter Anwendung der Endpunkte ACh und Ch dar. Auch bei

lokaler Verabreichung kann es sich um einen Kombinationseffekt handeln; die lokale

Applikation stellt lediglich ein im Vergleich zur systemischen Verabreichung weniger

komplexes Modell dar.

Dass die im Striatum beobachtete ACh-Freisetzung durchaus auch als Resultat eines

Mischeffekts angesehen werden kann, sei anhand zweier Beispiele erlautert:

Exzitatorische kortikostriatale glutamaterge Fasern, die vermutlich Synapsen
auf cholinergen Interneuronen bilden, evozieren Uber NMDA-vermittelte
Mechanismen eine ACh-Freisetzung im Striatum (Anderson et al., 1994).
Diese glutamatergen Inputs gelten als wesentliche treibende Kraft striataler
neuronaler Aktivitdt (Calabresi et al., 2000). Hyperforin konnte die ACh-
Freisetzung also indirekt Uber eine kortikale Glutamatfreisetzung beeinflussen.
Eine Erhoéhung der extrazellularen Glutamat-Konzentrationen in vivo nach
systemischer Hyperforin-Behandlung wurde bislang jedoch nur im Locus
coeruleus der Ratte beobachtet; die Autoren Kaehler et al. (1999) zeigten
gleiches auch fur 5-HT, DA und NA.

Ein dualer dopaminerger Mechanismus der Modulation striataler ACh-
Freisetzung wurde in vivo gezeigt, bestehend aus einer D,-Rezeptor-
vermittelten Hemmung (lkarashi et al., 1997b) und einer Di-Rezeptor-
vermittelten Stimulation der ACh-Freisetzung (DeBoer und Abercrombie,
1996). Mikrodialyse-Experimente weisen eine Pravalenz der Di-beteiligten
Steigerung der ACh-Ausschuttung nach Gabe von indirekten DA-Agonisten
nach (DeBoer und Abercrombie, 1996). Nach Gabe eines Hyperforin-reichen
CO,-Extraktes konnte im Rahmen einer Mikrodialysestudie von Di Matteo et
al. (2000) eine Erh6hung des extrazellularen DA im Nucleus accumbens, als
Teil des ventralen Striatums (vgl. Abbildung 1.5), gezeigt werden; somit ware
durch Veranderung der dopaminergen Transmission bestimmter Hirnareale

eine mittelbare Modulation der ACh-Freisetzung im Striatum denkbar.
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass Hyperforin das striatale cholinerge
System konzentrations- und applikationsabhangig beeinflusst: Nach
systemischer Gabe und in niedrigen lokalen Konzentrationen bewirkt es eine
Freisetzung des ACh, wohingegen hohe lokale Konzentrationen - aufgrund
der in vitro belegten Ch-Aufnahme-Hemmung - eine Reduktion der ACh-

Ausschiittung hervorrufen.

4.4 Stimulation des hippokampalen cholinergen Systems

durch Hyperforin in vivo

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die zentralen cholinergen Mechanismen im
Hippokampus untersucht und zwar nach akuter systemischer Gabe von Hyperforin.
Der Hippokampus spielt eine entscheidende Rolle bei Gedachtnisbildung, Lern-
prozessen und anderen kognitiven Leistungen (Arendt et al., 1989; vgl. 1.2.4.2).

Der Hippokampus steht mit dem Hypothalamus, dem Septum und den Amygdala-
Kernen in reziproker Verbindung und bezieht sensorische Information aus den
assoziativen Gebieten Uber den entorhinalen Kortex. Des weiteren bezieht er Infor-
mationen aus dem Hirnstamm, namlich noradrenerge Innervation aus dem Locus
coeruleus und serotoninerge aus den Nuclei Raphe (vgl. 1.2.4.2 und Abbildung 1.2).
Da Hyperforin mit verschiedenen synaptischen Mechanismen interferiert (siehe
1.1.3.1), kbnnen die Befunde im Hippokampus wie auch jene im Striatum auf einem
pharmakologischen Mischeffekt beruhen. Die Komplexitat der Einflussnahme des
Hyperforins auf die striatale ACh-Freisetzung und die Hirngangigkeit der lipophilen
Substanz Hyperforin wurde bereits im Abschnitt 4.3.2.2 diskutiert.

Die Wirkung von intraperitoneal appliziertem Hyperforin wurde nach Gabe von 1 mg
und 10 mg/kg im Hippokampus untersucht. Bereits 30 bis 40 Minuten nach der
Injektion konnte eine maximale ACh-Freisetzung von 150 bzw. 200 % relativ zum
Basalwert beobachtet werden (vgl. Abbildungen 3.17 und 3.18). Diese Wirkung im
Hippokampus entspricht im ACh- und Ch-Konzentrations-Verlauf dem Hyperforin-
Effekt im Striatum nach systemischer Gabe. Die ACh-Freisetzung wurde in beiden
Hirnarealen in gleichem Ausmald gesteigert. Es koinzidieren weitgehend auch die
Zeitpunkte der Maxima (vgl. 3.3.2 und 3.4), Hyperforin verteilt sich demnach schnell
und gleichmafig im Gehirn und entfaltet dort seine Wirkung.
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Die lokalen Hyperforin-Gaben wurden bereits in dem Abschnitt 4.3 am Beispiel des
Striatums diskutiert. Dieser Applikationsmodus wurde im Hippokampus nicht
wiederholt, da die HACU-Hemmung mit hohen Hyperforin-Konzentrationen in vivo im
Striatum exemplarisch gezeigt werden konnte. Die hippokampalen extrazellularen
Ch-Konzentrationen werden weniger durch die Aktivitdt der cholinergen
Transmission, sondern vielmehr durch andere metabolische Prozesse bestimmt (Ch-
Einbau bzw. Ch-Freisetzung in/aus Ch-haltigen Phospholipiden). Die Experimente im
Hippokampus beschrankten sich somit auf die systemische Hyperforin-Applikation,

die der therapeutischen Gabe eher entspricht.

Die Hippokampus-Formation ist ein Teil des limbischen Systems und unterstutzt fur
Wochen bis Monate das Erinnern an Fakten und Erfahrungen, bevor diese an
anderen Orten des Kortex endglltig abgespeichert werden. Die im Rahmen dieser
Arbeit beobachtete facilitierende und stimulatorische Wirkung von Hyperforin auf die
ACh-Freisetzung im Hippokampus ist wichtig fur das Verstandnis der Resultate aus
tierpharmakologischen Versuchen: Denn die beobachtete Verbesserung der
Lernleistung kann in der Steigerung der ACh-Ausschuttung und der damit
verbundenen verstarkten cholinergen Transmission begrindet sein (vgl. 1.2.4.2).
Tierexperimentelle Studien z.B. von Scali et al. 1997) und Bartolini et al. (1996)
zeigen, dass cholinerge Agonisten die Lernleistung verbessern und cholinerge
Antagonisten sie verschlechtern.

Der nach Applikation von Hyperforin beobachtete stimulatorische Effekt auf die
hippokampale ACh-Freisetzung bietet eine madgliche Erklarung fur das Phanomen
der Verbesserung kognitiver Leistungen von Maus und Ratte im Lerntest Passive
Avoidance (passives Vermeidungsverhalten; Klusa et al., 2001). Die Autoren
berichten von Lern-facilitierenden und Gedachtnis-konsolidierenden Effekten nach
Extrakt- bzw.- Hyperforin-Behandlung und von einer signifikanten Abmilderung
Scopolamin-induzierter Amnesie. Gleiches geht auch aus einem weiteren
Tierverhaltens-Modell fur Lernen und Gedachtnis hervor, in welchem Ratten nach
dreitagiger Behandlung mit oral appliziertem hydroalkoholischem Hypericum-Extrakt
dem Experiment der ,aktiven Vermeidung®, Active Avoidance, unterzogen wurden.
Diese Wirkung war vergleichbar mit der nach intraperitonealer Gabe von Piracetam,
eines Nootropikums, in einer Dosis von 500 mg/kg, weswegen dem Hypericum-

Extrakt potentielle nootropische Eigenschaften annotiert wurden (Kumar et al., 2000).
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4.5 Therapeutische Implikationen

4.5.1 Pharmakokinetische Uberlegungen

Fir die Bestimmung von Hyperforin in Korperflissigkeiten, wurde im Rahmen dieser
Arbeit eine neue HPLC-Methode etabliert, die sich in der Sensitivitat mit friher
beschriebenen Methoden vergleichbar erwies (Orth et al., 1999a und 1999b, Chi und
Franklin, 1999). Anders als in den zitierten Arbeiten wurde der Hyperforin-Gehalt des
Plasmaisolates hier mit Hilfe elektrochemischer Detektion quantifiziert (siehe 2.3.2).
Der Zeitverlauf der Hyperforin-Konzentration im Plasma der Ratte nach
systemischer Gabe von Hyperforin ist in Abbildung 3.19 gezeigt. Nach
intraperitonealer Applikation von 10 mg/kg Hyperforin wurden Blutspiegel von 3-5 yM
gemessen. Maximale Hyperforinspiegel traten bereits 60 Minuten nach der
Hyperforin-Injektion auf. Die Plasmakonzentration betrug 2 Stunden nach Applikation
noch 3 M. Die Hyperforin-Plasma-Spiegel nach systemischer Gabe einer
niedrigeren Dosis von 1 mg /kg i.p. lagen unter der Nachweisgrenze, kdnnen jedoch
aufgrund pharmakokinetischer Daten geschatzt werden (s.u.). Der Nachweis von
Hyperforin in aus der Cisterna magna gewonnener CSF war nicht mdoglich, was
vermutlich auf die hohe Lipophilie von Hyperforin zurtickfihren ist, welche in dem
hohen Octanol-Wasser-Koeffizienten von 72 ausgedrickt ist (Ostrowski, 1988).
Aufgrund dieser physiko-chemischen Eigenschaft wird Hyperforin aus dem
interstitiellen, wassrigen Kompartiment CSF in zellulare Raume sequestriert; denn
lipophile Stoffe kumulieren praferentiell in membranreichen Kompartimenten, d.h., in
zellularen Membranen des Gehirns (Hilgert et al., 1999).

Im therapeutischen Kontext ist die Kenntnis pharmakokinetischer Parameter von
grundlegender Bedeutung. Biber et al. (1999) zeigten in einer Humanstudie bei
therapeutischer Dosierung eine lineare Pharmakokinetik von Hyperforin-haltigen
Extrakten. Die Autoren ermittelten folgende pharmakokinetischen Daten flr
Hyperforin: Drei Stunden nach oraler Verabreichung eines wassrig-alkoholischen
Hypericum-Extraktes, der 5 % Hyperforin enthielt, konnte in der Ratte ein mittlerer
Hyperforin-Plasmaspiegel von ca. 700 nM (370 ng/ml) gemessen werden. Nach
Einzel-Dosen von 300, 600 und 1200 mg des Extraktes (entsprechend 14.8, 29.6
und 59.2 mg Hyperforin) wurden beim Menschen nach 3-3.5 Stunden maximale
Plasmaspiegel von 280 nM (153 ng/ml), 550 nM (302 ng/ml) und 850 nM (450 ng/ml)

Hyperforin ermittelt. Die Plasmawerte nach Gabe hochster Dosen (1200 mg) weisen
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auf eine Sattigung der Resorption hin; sie sind lediglich um den Faktor 3 statt 4 x
héher als nach Verabreichung von 300 mg. Die Hyperforin-Halbwertszeit fir Ratte
und Mensch lag bei 6 bzw. 9-12 Stunden. Daruber hinaus zeigten Biber et al. (1998)
dass nach siebentagiger Behandlung mit 900 mg/d eines 5%igen und eines
0.5%igen Extraktes im Plasma der Probanden maximale Hyperforin-Plasmaspiegel
von ca. 450 nM (246 ng/ml) respektive 40 nM (21 ng/ml) Hyperforin erreicht wurden;

es korrelieren die Applikationsdosen mit den entsprechenden Blutspiegel (Faktor 10).

Somit werden im Humanplasma Konzentrationen erreicht, die in dem Bereich liegen,
in welchem in vitro Effekte auf die Neurotransmitter-Aufnahme, nicht jedoch auf die
HACU-Aktivitat festgestellt werden konnten (vgl. 4.2.2). Nach Biber et al. (1998) kann
- bei dem derzeitigen Tagesdosisregime von 3 x 300 mg Hypericum-Extrakt - flir den
5%igen Extrakt von einer im steady-state-Zustand effektiven Hyperforin-

Plasmakonzentration von ca. 180 nM (97 ng/ml) ausgegangen werden.

In der Annahme einer linearen Kinetik von Hyperforin kann demnach nach Gabe von
1 mg/kg i.p. in der vorliegenden Arbeit von einer Plasma-Konzentration von 0.3 -
0.5uM in der Ratte ausgegangen werden, die der therapeutischen Plasma-

Konzentration von Hyperforin im Menschen entspricht (s.0.).

Folglich wiirde der dominierende Effekt des Hyperforins bei therapeutischer
Extrakt-Dosierung ein auf die striatale und hippokampale ACh-Freisetzung
facilitierender sein. Die im Tiermodell beobachtete Hemmung der ACh-
Freisetzung (siehe 4.3.1) durch Hyperforin diirfte - aufgrund der fir eine HACU-
Hemmung sehr hohen notwendigen Konzentrationen - keine human-

therapeutische Relevanz besitzen.

Welche Konsequenzen eine durch Hypericum-Extrakt-Behandlung induzierte
Stimulation der ACh-Freisetzung im Striatum bzw. im Hippokampus - als die bei
Morbus Parkinson bzw. Alzheimer funktionell betroffenen Hirnstrukturen - haben

konnte, wird in den folgenden Abschnitten eingehender diskutiert.
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4.5.2 Morbus Parkinson

Die Parkinson’'sche Erkrankung zeichnet sich durch ein funktionelles Ubergewicht
cholinerger gegenuber dopaminergen Neuronen aus und ist ein hypokinetisch-
hypertones Syndrom (siehe 1.2.4.1). Eine Steigerung der ACh-Freisetzung im
Striatum konnte durch verstarkte Praponderanz von ACh gegenuber DA in
Parkinsonismus resultieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde demnach uUberprift, ob der beobachtete
stimulatorische Effekt auf die ACh-Freisetzung motorische Konsequenzen hat. Daher
wurde die spontane Motilitat von Mausen nach Dosen von 10 mg/kg i.p. und 1 mg/kg
i.p. Hyperforin untersucht (siehe 3.7). Tatsachlich verursacht die hohe Hyperforin-
Dosis eine signifikante Abnahme der spontanen lokomotorischen Aktivitat;
dahingegen erwies sich die niedrigere Dosis als diesbezlglich unwirksam. Des
weiteren konnten im Rahmen dieser Arbeit in einem Beobachtungs-Experiment nach
Gabe von 10 mg/kg Hyperforin i.p. keine relevanten Zeichen cholinerger Aktivierung
in Ratten beobachtet werden (vgl. 3.8).

Demnach sind motorische Effekte in der Maus (vgl. 3.7) erst nach Hyperforin-Dosen
beobachtet worden, die zu Plasma-Spiegeln fuhren, welche diejenigen weit Uber-
treffen, die nach therapeutischer Dosierung des Extraktes beim Menschen erreicht
werden. Die Relevanz der Motilitatsbeeintrachtigung nach Gabe von 10 mg/kg i.p. im
Tierexperiment erscheint im Bereich der Humandosis fraglich, denn beim derzeitigen
Dosisregime von 3 x 300 mg Extrakt / Tag werden Hyperforin-Humanplasmaspiegel
erreicht, die denen nach 10fach niedrigerer Dosis in der Maus entsprechen. Dennoch
kénnte eine Uberdosierung von Johanniskrautextrakten Effekte auf die Motilitat
haben und sollte insbesondere bei Patienten mit Stérungen des motorischen
Systems unter Vorbehalt angewendet werden. Diese Schlussfolgerung wird dadurch
relativiert, dass Hyperforin allerdings nicht nur die Freisetzung von ACh im Gehirn
erhdht, sondern auch jene von DA (Di Matteo et al., 2000). Das der Parkinson’schen
Erkrankung zugrundeliegende Ungleichgewicht von ACh und DA wiurde hierdurch
nicht unbedingt verscharft werden; eingehendere Kommentare diesbezuglich waren
zu spekulativ.

Warum insbesondere der Morbus Parkinson im Zusammenhang mit der Einnahme
von Hypericum-Extrakt, der als antidepressives Phytopharmakon Anwendung findet,
diskutiert wird, geht aus Folgendem hervor. Rund 40 % aller Morbus Parkinson-

Patienten entwickeln zusatzlich eine Depression, wobei die depressiven Symptome
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den neurologischen um Jahre vorauseilen kénnen. Es wird hierbei differenziert
zwischen den Depressionen, welche direkt durch EinbuRen der Gehirnaktivitat, also
organisch entstehen, und denjenigen, welche als Reaktion auf die motorischen
EinbuRen (Bradyphrenie) und die vegetativen Symptome durch das neurologische
Leiden erfolgen. Aktuell spricht mehr fur eine organische Depression im Rahmen des
Parkinson, denn i.) die Depressivitat tritt haufig bereits in der prasymptomatischen
Phase auf und ist nicht mit der Schwere des Parkinson-Syndroms korreliert, ii.) bei
rechtsseitigem Hemiparkinsonismus ist eine hohere Depressionsrate beschrieben
worden, iii.) die Depression persistiert haufig trotz deutlicher Besserung des

Parkinson-Syndroms unter entsprechender Medikation (Tom und Cummings, 1998).

4.5.3 Senile Demenz vom Alzheimer-Typ (SDAT)

Die Alzheimer'sche Krankheit geht mit einer selektiven Degeneration cholinerger
Neurone im Nucleus basalis, dem Septum und der Stria diagonalis Broca einher und
dadurch mit einer Verminderung der cholinergen Fasern im Hippokampus und im
Kortex (Davies und Maloney, 1976). Die Folge ist eine zentrale cholinerge
Hypofunktion in beiden Hirnarealen (vgl. 1.2.4.2).

Alzheimer und Depression koexistieren haufig. Bei depressiven Alzheimer-Kranken
treten im Vergleich zu nichtdepressiven vermehrt degenerative Veranderungen im
Locus coeruleus, im dorsalen Raphe-Kern und in der Substantia nigra auf. Je nach
Statistik finden sich mit einer Pravalenz von 40 % depressive Symptome bei
Alzheimer-Patienten, demnach werden zusatzliche antidepressive Behandlungen
durchgefuhrt, u.a. mit Johanniskraut-Extrakt-Praparaten (Palsson et al., 1999). Dies
ist der klinische Hintergrund folgender Uberlegungen:

In der vorliegenden Arbeit konnte in in vivo-Experimenten gezeigt werden, dass
Hyperforin die hippokampale cholinerge Transmission stimuliert. Wenn sich die
facilitierende Wirkung von Hyperforin auf die ACh-Freisetzung aulRer im
Hippokampus auch im Kortex entfaltet, waren benigne Effekte bei Alzheimer
denkbar. Die cholinerge Wirkung, die Stimulation der septohippokampalen Bahn,
wlrde die gunstigen Effekte von Hyperforin und Hypericum-Extrakt in Lern- und
Gedachtnistests erklaren, wie Gedachtnis-Verbesserung und -Konsolidierung und
zudem Abmilderung Scopolamin-induzierter Amnesie im passive und active

avoidance-Tierverhaltens-Modell (Kumar et al., 2000; Klusa et al., 2001).
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Dies sind initiale tierexperimentelle Befunde, die dem Hyperforin antidementive
Eigenschaften zuordnen und auf eine mogliche unterstitzende Anwendung von
Johanniskraut bei kognitiven, zentral cholinergen Dysfunktionen hinweisen. Denn die
Verbesserung der cholinergen Transmission ist ein akzeptiertes therapeutisches Ziel
bei dem Krankheitsbild des Morbus Alzheimer (vgl. 1.2.4.2).

4.5.4 Zusammenfassende Betrachtung und Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen neurochemischen und verhaltens-
pharmakologischen Resultate zur Wirkung von Hyperforin deuten darauf hin, dass
hohe Dosen von Johanniskraut-Extrakt ungunstige Effekte auf die motorische
Aktivitat haben kénnten. Demzufolge sollten hohe Dosen des Extraktes insbesondere
bei Patienten mit Erkrankungen des motorischen Systems (Morbus Parkinson) unter
Vorbehalt eingesetzt werden. Dem gegenuber steht ein benigner Effekt von
Hyperforin bei Morbus Alzheimer aufgrund der Verbesserung der cholinergen
Transmission bei hier vorliegender cholinerger Dysfunktion.

Die vergleichende Analyse zeigt demnach, dass eine Johanniskraut-Extrakt-
Medikation bei Morbus Parkinson eher mit Bedenken behaftet, bei Morbus
Alzheimer hingegen glinstig zu bewerten ist.

Noch nicht endgultig Geklartes lasst sich zusammenfassend festhalten: i.) Der
prazise molekulare Mechanismus von Hyperforin bleibt trotz plausibler wirkmecha-
nistischer Hinweise offen. ii.) Die Hyperforin-Konzentration am Wirkort, also im ZNS,
im Menschen und in der Ratte sind noch unbekannt, im Gegensatz zu den bereits
ermittelten Plasmaspiegeln. iii.) Die klinische Relevanz der im zentralen cholinergen
System beobachteten Hyperforin-Wirkungen bleibt abzuwarten, denn die Mikro-
dialysestudie wurde in Ratten und darliber hinaus mit Reinsubstanz durchgefihrt.
Entsprechende klinische Studien mit Johanniskraut-Extrakt fehlen zur Zeit.

In jedem Falle sollte die in der vorliegenden Tierstudie erstmals beobachtete
Interaktion von Hyperforin mit dem zentralen cholinergen System bei der
Interpretation klinischer Beobachtungen im Rahmen der antidepressiven Behandlung
mit Hypericum-Extrakt starker berlcksichtigt werden. Die vorliegende Arbeit versteht
sich als tierexperimenteller Beitrag neuer Erkenntnisse zur Hyperforin-Wirkung auf
cholinerge Parameter, womit das Wirkprofil des Hyperforins ein weiteres zentrales

Transmittersystem erfasst.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Wirkung von Hyperforin, einem Inhaltsstoff des
Johanniskrauts, auf das zentrale cholinerge System im Striatum und im

Hippokampus.

Hochaffiner Cholin-Uptake (HACU): Da der HACU Na®-abhéngig operiert und
Hyperforin laut Literatur den transmembranaren Na'-Gradienten verringert, wurde an
synaptosomalen Praparationen von Rattencortices in vitro geprift, ob der HACU
durch Hyperforin gehemmt wird. Es wurde gefunden, dass Hyperforin den HACU mit
einer Hemmkonstante 1Cso von 8.5 uM inhibiert. Die synaptische Cholinaufnahme

gehdrt damit zu der Gruppe Na*-abhangiger, durch Hyperforin modulierter Targets.

Modulation der Freisetzung von Acetylcholin (ACh): Da die de novo-ACh-
Synthese funktionell an die Aktivitat des HACU gekoppelt ist, sollte die in vitro
gezeigte Hemmung des HACU in einer verringerten Freisetzung von ACh resultieren.
Diese Hypothese konnte in vivo unter Anwendung der Mikrodialyse-Technik
verifiziert werden: Die lokale Infusion von 100 yM Hyperforin in das Striatum
resultierte in einer signifikanten Reduktion der ACh-Freisetzung, wahrend die Ch-
Spiegel im EZR anstiegen. Lokale Infusionen von 10 und 30 uM Hyperforin in das
Striatum fUhrten hingegen zu einer konzentrationsabhangigen Stimulation der ACh-
Freisetzung und zu einer simultanen Senkung der Ch-Spiegel. Auch bei
systemischer Applikation von 1 und 10 mg/kg i.p. wurden eine erhohte ACh-
Freisetzung und eine parallele Reduktion der Ch-Spiegel gemessen; dies traf sowohl

im Striatum als auch im Hippokampus zu.

Pharmakologische Bedeutung: Die Interaktion des Hyperforins mit zentralen
cholinergen Mechanismen wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals charakterisiert.
Da das cholinerge System die Moglichkeit bietet, zwischen Aufnahme-Hemmung und
Transmitter-Freisetzung zu unterscheiden, belegen die Ergebnisse eindeutig einen
facilitierenden Effekt von Hyperforin auf die Transmitterfreisetzung in vivo. Die
ermittelten Hyperforin-Plasmakonzentrationen in der Ratte (3-5 yM nach 10 mg/kg
Hyperforin) bedeuten, dass beim derzeitigen Tagesdosisregime von 3 x 300 mg
Hypericum-Extrakt beim Menschen eine Freisetzung von ACh in zentralen
cholinergen Neuronen zu erwarten ist. In Parkinson-Patienten (mit relativer

cholinerger Hyperfunktion im Striatum) waren unter dieser Therapie motilitats-

111



Zusammenfassung

verringernde Effekte denkbar, wie sie in der vorliegenden Arbeit im Tierexperiment
beobachtet wurden. Bei Patienten mit Morbus Alzheimer (mit cholinerger
Unterfunktion im Hippokampus) ware hingegen die stimulatorische Wirkung auf die
ACh-Freisetzung erwilnscht. Die hier beobachtete facilitierende Wirkung von
Hyperforin auf die hippokampale ACh-Freisetzung erklart benigne Effekte von
Hyperforin im Tierexperiment, in Verhaltensmodellen fur Lernen und Gedachtnis. Die
vergleichende Analyse der Mikrodialyse-Experimente ergab also, dass eine
Medikation mit Johanniskraut als antidepressive Begleittherapie bei Morbus
Parkinson eher ungulnstig, bei Morbus Alzheimer jedoch glnstig zu bewerten ist.
Damit liefert die vorliegende Arbeit — Uber die neuen Erkenntnisse zu
pharmakologischen = Wirkmechanismen hinaus —  konkrete therapeutische

Empfehlungen, die nun in der klinischen Praxis zu verifizieren sind.
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