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1. Einleitung

1.1. Grundzüge der GABAergen Transmission im Nervensystem

Über 40 Jahre sind vergangen, seit -Aminobuttersäure (GABA), welche bereits als Aminosäure

bekannt war, zum ersten Mal als inhibitorischer Neurotransmitter identifiziert wurde (Dudel

und Kuffler 1961).

Heute sind etliche Moleküle, wie die Monoamine, Acetylcholin, Aminosäuren und Peptide in ihrer

Funktion als Neurotransmitter bekannt. Zu Beginn der 1970ger Jahre war zunächst die Ansicht

weit verbreitet, dass die Neurotransmission hauptsächlich durch das monoaminerge und das

cholinerge System kontrolliert wird. Später schenkte man den Aminosäuren Glutamat und

GABA als Überträgerstoffe im ZNS verstärkt Aufmerksamkeit. Mit der Entdeckung von

zahlreichen Neuropeptiden in den späten 1970ger Jahren nahm dann das Interesse an den

Neurotransmittern Glutamat und GABA stetig ab. Dies änderte sich wieder, als Anfang der

neunziger Jahre die Aufklärung der Nukleinsäure- und Proteinsequenzen von zahlreichen

Glutamat- und GABA Rezeptoren gelang (Watanabe et al. 2002).

1.1.1. -Aminobuttersäure (GABA) als Neurotransmitter

GABA ist neben Glycin der wichtigste inhibitorische Botenstoff im ZNS von Säugetieren. Sie wird

in den sogenannten GABAergen Neuronen durch das Enzym Glutamatdecarboxylase (GAD) aus

Glutamat gebildet. Dieses Glutamat stammt zum überwiegenden Teil vom -Ketoglutarat aus

dem Citratzyklus der Astroglia ab. GAD liegt bei Säugetieren in zwei Isoformen von

unterschiedlichem Molekulargewicht vor: GAD67 (66,6 kDa) und GAD65 (65,4 kDa). Sie stellen

das Produkt von zwei verschiedenen Genen dar, die sich auf Chromosom 10 bzw. 2 befinden

(Erlander et al. 1991). Die Existenz von zwei, auf unterschiedlichen Genloci kodierten

Syntheseenzymen unterscheidet GABA von anderen Neurotransmittern wie Acetylcholin,

Katecholaminen oder 5-Hydroxytryptamin, deren Synthese-Schlüsselenzyme nur von jeweils

einem Gen kodiert werden.

Im Gehirn produziert GAD67 mehr als 90% der GABA, wohingegen z.B. in den Inselzellen des

Pankreas GABA zum Großteil von GAD65 gebildet wird (Christgau et al. 1992). Frühe

Untersuchungen zeigten eine Konzentration  von GAD67 im Zellsoma, wohingegen GAD65 in den

Nervenendigungen lokalisiert wurde (Kaufman et al. 1991), woraus man schlussfolgerte, dass die

GAD65 die Neurotransmittersynthese und die GAD67 den metabolischen Umsatz von GABA in

der Zelle bewirken (Martin und Rimvall 1993). Dies lässt sich inzwischen nicht mehr halten.

Dagegen sprechen zum Beispiel Untersuchungen, in denen GAD67 auch in den Terminalen und

synaptischen Vesikeln nachgewiesen werden konnte (Erlander et al. 1991; Esclapez et al. 1994;

Sloviter et al. 1996). Ebenfalls gegen eine strikte Zuordnung der jeweiligen GAD Isoform zu

einem bestimmten Stoffwechselweg oder einer bestimmten Funktion sprechen Befunde an GAD-
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knockout Mäusen. Während in den GAD65-defizienten Mäusen (GAD65-/-) der GABA-Gehalt

insgesamt im Gehirn nur unwesentlich verändert war, zeigten die GAD67-/- Mausmutanten einen

massiv verringerten GABA-Gehalt von nur noch 7% (Asada et al. 1996, 1997). GAD67 scheint

demnach das Schlüsselenzym der GABA-Synthese im ZNS zu sein.

Die Bildung von GABA kann kurzfristig über eine Erhöhung der GAD Aktivität oder längerfristig

über eine gesteigerte Expression der GAD reguliert werden. Es zeigten sich auch hier

Unterschiede zwischen beiden Isoformen. So wird die GAD65 zum Großteil über eine

Veränderung der Bindung an ihren Kofaktor Pyridoxalphosphat kontrolliert, während die GAD67

hauptsächlich durch vermehrte Expression reguliert wird (Szabo et al. 1996; Pinal et al. 1997;

Yanagawa et al. 1997).

Der Neurotransmitter GABA wird dann durch den Vesikulären-Neurotransmitter-Transporter

(VGAT) in präsynaptische Vesikel verpackt und gespeichert (Fon und Edwards 2001). Das in

diesen Vesikeln enthaltene GABA wird nach Eintreffen eines Aktionspotentials kalziumabhängig

in den synaptischen Spalt ausgeschüttet. Alternativ kann GABA auch direkt, d.h. ohne zuvor

vesikulär gespeichert worden zu sein, freigesetzt werden. Dies scheint insbesondere während der

Entwicklungsphase des Nervensystems von Bedeutung zu sein (Taylor und Gordon-Weeks 1991;

Attwell et al. 1993).

Das in den synaptischen Spalt ausgeschüttete GABA kann drei verschiedene Klassen von GABA

Rezeptoren stimulieren. Hier werden GABAA und GABAC sowie GABAB Rezeptoren voneinander

unterschieden (Abb. 1.1.).

Abb. 1.1. Die verschiedenen Arten von GABA Rezeptoren. GABAA und GABAC Rezeptoren bilden Cl–-
Kanäle. Die GABAB Rezeptoren aktivieren G-Proteine (modifiziert nach Owens und Kriegstein 2002).
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Die ionotropen GABAA und GABAC Rezeptoren bestehen aus mehreren Untereinheiten, welche

bei Aktivierung eine Kanalpore für Cl–-Ionen öffnen. Die metabotropen GABAB Rezeptoren

hingegen bewirken die Signaltransduktion über G-Proteine. Die GABA Rezeptoren können

sowohl prä- als auch postsynaptisch lokalisiert sein.

Die GABAerge Signalübertragung wird durch die Wiederaufnahme der GABA in

Nervenendigungen oder in die umgebenden Gliazellen beendet. Dies geschieht durch die

membranständigen GABA-Transporter (GAT); daran anschließend wird GABA dann intrazellulär

durch die GABA-Transaminase metabolisiert.

Abb 1.2. Schematische Darstellung der GABAergen Transmission. GABA wird durch die GAD aus
Glutamat gebildet und in Vesikeln gespeichert. Diese werden bei präsynaptischer Erregung
ausgeschüttet und das so freigesetzte GABA bindet post- wie auch präsynaptisch an GABAA und
GABAB Rezeptoren. Nachdem GABA wieder von den Bindungsstellen freigesetzt worden ist, erfolgt
die Wiederaufnahme in Glia oder neuronale Termini durch die GABA-Transporter (GAT).
Im Einschub sind in vereinfachter Form die anteiligen Wirkungen von Glutamat und GABA auf ihre
jeweiligen Rezeptoren an der Entstehung eines synaptisches Potentials wiedergegeben (modifiziert
nach Owens und Kriegstein 2002).
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1.2. GABAA und GABAC Rezeptoren

Der Ionenkanal der GABAA wie auch der GABAC Rezeptoren ist im Ruhezustand geschlossen und

wird nach Bindung von GABA-Molekülen durch eine Konformationsänderung geöffnet. Im Innern

des Kanals befinden sich an exponierter Stelle positiv geladene Aminosäurereste, die als Filter

dienen und nur die einfach negativ geladenen Chloridionen (und in geringerem Ausmaß

Bicarbonationen) passieren lassen (Bormann et al. 1991; Kaila et al. 1994; Sieghart 1995). Der

GABAA-Rezeptor ist also ein liganden-aktivierter Cl–-Kanal. Die Kopplung von Rezeptor und

Kanal in einem Protein ermöglicht eine schnelle Auslösung des inhibitorischen postsynaptischen

Potentials (IPSP) nach der Neurotransmitterausschüttung.

Der GABAA Rezeptor ist ein Heteromer aus fünf Polypeptid-Untereinheiten, die zusammen die

Kanalpore für Cl–-Anionen bilden. Jede dieser Untereinheiten weist einen längeren

extrazellulären N-Terminus, vier transmembranäre Domänen mit einer intrazellulären Schleife

zwischen der ersten und zweiten sowie der dritten und vierten dieser Domänen und ein kurzes C-

terminales extrazelluläres Ende auf. Die Ionenpore wird von den jeweils zweiten

transmembranären Domänen der Untereinheiten des GABAA Rezeptors gebildet (Möhler et al.

1997).

Bei den Säugern liegen die GABAA Rezeptoren in den unterschiedlichsten Formen vor. Dies ist

bedingt durch den Umstand, dass bisher 19 verschiedene Untereinheiten kloniert worden sind,

die in unterschiedlicher Zusammensetzung das GABA Rezeptor-Pentamer bilden. Im Einzelnen

existieren acht strukturell verwandte Untergruppen dieser Untereinheiten ( 1-6, 1-3, 1-3, , ,

,  und 1-3). Die am weitesten verbreitetste Stöchiometrie des GABAA Rezeptors besteht in

zwei -, zwei - und einer - oder - bzw. -Untereinheit (Farrar et al. 1999). Zur weiteren

Diversität dieses Rezeptors trägt die Existenz von jeweils zwei Splice-Varianten der 2- und 2-

Untereinheit bei. Derartige Splice-Varianten können auch funktionell zu unterschiedlichen

GABAA Rezeptoren führen, wie sich am Beispiel der 2-Untereinheiten zeigt, deren längere Form

die Ethanol-Sensitivität des GABAA Rezeptors bestimmt (Wafford et al. 1991). Auch die -

Untereinheit, welche zuerst im Striatum der Ratte entdeckt wurde, vermag mit 2, 1 und 1

einen Rezeptor zu bilden (Bonnert et al. 1999). Die Zusammensetzung aus spezifischen

Untereinheiten bestimmt auch die pharmakologisch sehr bedeutenden Bindungsstellen der

GABAA Rezeptoren für Substanzen wie Benzodiazepine, Barbiturate oder Anästhetika. So ist die

Verstärkung der GABAA Rezeptor-vermittelten Hemmung durch Benzodiazepine von der

Anwesenheit einer 1-, 2-, 3- oder 5- und einer 2- oder 3-Untereinheit abhängig (Macdonald

und Olson 1994; McKernan et al. 2000).

Auch für die -Untereinheiten, die vor allem in der Retina aber auch in Cortex, Hippocampus und

mesencephalen Hirnstrukturen identifiziert werden konnten (Enz und Cutting 1999), wurde

gezeigt, dass sie einen funktionellen Rezeptor bilden können. Dieser für GABA hoch affine, jedoch

gegenüber dem klassischen GABAA Rezeptor-Antagonisten Bicullin insensitive Rezeptor wird als

GABAC Rezeptor bezeichnet (Bormann et al. 2000).
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1.3. GABAB Rezeptoren

Nachdem Bicullin, ein spezifischer Antagonist für die ionotropen GABAA Rezeptoren, in

Bindungsstudien nur einen Teil der GABA-Bindung zu blockieren vermochte, war es schon sehr

früh klar, dass neben den GABA-bindenden Ionenkanälen noch weitere GABA-bindende

Rezeptoren existieren müssen. Als ein solcher wurde 1981 ein Rezeptor beschrieben, der im

Gegensatz zu GABAA Rezeptoren Bicullin-insensitiv ist und, im Gegensatz zu GABAA und GABAC

Rezeptoren, von Baclofen aktiviert wird. Dieser Rezeptor, der im ZNS weit verbreitet exprimiert

ist, wurde als GABAB Rezeptor bezeichnet (Hill und Bowery 1981). Obwohl bereits in diesen

ersten Arbeiten Baclofen, welches bereits seit 1972 zur Therapie der Spastik eingesetzt wird, als

spezifischer Agonist des GABAB Rezeptors erkannt wurde, gelang die Entdeckung eines

spezifischen Antagonisten, des Phaclofens, erst sechs Jahre später (Kerr et al. 1987). Diese

Substanz und die Identifizierung weiterer Agonisten und Antagonisten beförderten die

Erforschung der GABAB Rezeptoren in den darauffolgenden Jahren.

1.3.1. Struktur und Diversität der GABAB Rezeptoren

Obwohl größte Anstrengungen unternommen wurden, war der GABAB Rezeptor der letzte der

Rezeptoren bisher bekannter und wesentlicher Neurotransmitter, dessen Nukleotidsequenz

aufgeklärt werden konnte. Der erste GABAB Rezeptor wurde 1997 von Bettler und Mitarbeitern

kloniert (Kaupmann et al. 1997). Hierzu wurde die Methode der Expressionsklonierung

angewendet, bei der Gruppen von Proteinen unbekannter Funktion in Xenopus-Oocyten

exprimiert werden, um aus diesen durch pharmakologische Stimulation das entsprechende

Rezeptor-Protein zu identifizieren und zu isolieren. Diese Methode war bereits erfolgreich bei der

Identifizierung des ersten metabotropen Glutamat Rezeptors (Masu et al. 1991), führte jedoch

mit dem zunächst zur Verfügung stehenden Agonisten Baclofen nicht zum Erfolg. Erst durch

Modifikationen der Methode und nachdem ein neuer hochaffiner Antagonist (CGP 64213) zur

Verfügung stand, gelang es, den sogenannten GABAB1A Rezeptor zu klonieren (Kaupmann et al.

1997).

Durch ein sogenanntes Homologie-Screening gelang die Identifizierung eines weiteren, in der

Sequenz ähnlichen Rezeptors, des sogenannten GABAB1B Rezeptors. Dieser stellt eine Variante

mit kürzerem N-Terminus dar.

Wie bereits vor seiner schließlichen Klonierung vermutet wurde, zählt der GABAB1 Rezeptor zur

Familie der 7-transmembranären G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) der Klasse 3, mit

struktureller Ähnlichkeit zu den metabotropen Glutamat Rezeptoren (mGluR), den Ca2+-

sensitiven und den Vomeronasalen Rezeptoren. Unter den G-Protein gekoppelten Rezeptoren

(GPCR) heben sich die GABAB Rezeptoren dadurch hervor, dass sie ungewöhnlich lange N-

terminale Abschnitte besitzen, welche für die Bindung des Liganden verantwortlich sind

(Malitschek et al. 1999).

Obwohl die Nukleotidsequenz von zwei GABAB Rezeptoren nun bekannt war und diese

Rezeptoren auch die Fähigkeit besitzen, spezifische Agonisten und Antagonisten zu binden,
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stellte sich heraus, dass sie in Expressionsmodellen nicht funktionell auf Effektorkanäle wirken

konnten. Es zeigte sich, dass die GABAB1 Rezeptoren zwar vollständig in transfizierten Zellen

synthetisiert werden, nicht jedoch aus dem endoplasmatischen Retikulum heraus zur

Membranoberfläche transportiert werden können (Couve et al. 1998). Hieraus schloss man auf

die Existenz von weiteren, akzessorischen Proteinen, welche erst die funktionelle Expression der

GABAB1 Rezeptoren ermöglichen würden.

Weitere Bemühungen führten im darauffolgenden Jahr zur Entdeckung eines zweiten

metabotropen GABAB Rezeptor-Proteins, dem GABAB2 Rezeptor. Dieser, mit dem ersten eng

verwandte Rezeptor, zählt ebenfalls zu den 7-transmembranären-GPCR der Klasse 3, wies aber

keine Affinität zu den bekannten GABAB Antagonisten auf. Auch dieser stellt für sich allein

ebenfalls keinen funktionellen Rezeptor dar. Im Gegensatz zu den GABAB1 Rezeptoren vermag

der GABAB2 Rezeptor jedoch nach seiner Translation die Zelloberfläche der transfizierten Zellen

zu erreichen und sich dort zu verankern (Marshall et al. 1999).

Zeitgleich wurde mit Hilfe des sogenannten Yeast two-hybrid-Ansatzes nach den vermuteten

Partnern der GABAB1 Rezeptoren gesucht, welche diesen Funktionalität verleihen könnten

(White et al. 1998). Es gelang, ein mit dem GABAB1-Rezeptor assoziiertes Proteinfragment zu

isolieren. Zur Überraschung aller beteiligten Forschergruppen handelte es sich bei diesem um

den C-Terminus der GABAB2 Rezeptoren (Kuner et al. 1999; Martin et al. 1999; Ng et al. 1999a).

Erstmals konnte so gezeigt werden, dass metabotrope G-Protein gekoppelte Rezeptoren einen

Komplex bilden können (Dimerisierung), welcher aus den unterschiedlichen Subtypen einer

Familie besteht (Heterodimerisierung). Diese Art der Interaktion war bis dato für GPCR

unbekannt. Im folgenden wurde zahlreiche Heterodimere zwischen verschiedenen GPCR, wie z.B.

den - mit -Opiatrezeptoren, den - mit -Opiatrezeptoren, den 2-Adrenozeptoren mit -

Opiatrezeptoren oder den Adenosin1 Rezeptoren mit metabotropen Glutamat Rezeptoren

ausgemacht (Übersicht bei Devi 2001). Während die Heterodimerisierung von GABAB Rezeptoren

entscheidende Voraussetzung ist, überhaupt einen funktionellen Rezeptor bilden zu können, sind

die funktionellen Konsequenzen der Heterodimerisierung anderer GPCR bisher noch weitgehend

unerforscht.

Durch Koexpression von GABAB1 und GABAB2 Rezeptoren glückte also schließlich die Expression

eines funktionellen, d.h. stimulierbaren und weitere elektrophysiologische Effekte auslösenden

GABAB Rezeptors (Marshall et al. 1999).

Dieses Dimer aus GABAB1 und GABAB2 Rezeptoren verhielt sich in vitro pharmakologisch nun

wesentlich ähnlicher zu den in vivo vorhandenen GABAB Rezeptoren (Jones et al. 1998;

Kaupmann et al. 1998a; Kuner et al. 1999; White et al. 1998), als dies bei einer alleinigen

Expression von GABAB1 Rezeptoren zuvor der Fall war (Kaupmann et al. 1997).

Dass dieses Rezeptor-Dimer nicht nur artifizieller Natur ist, sondern auch in situ vorkommt,

wurde mittels Immunokopräzipitation aus Gehirngewebe der Ratte nachgewiesen (Kaupmann et

al. 1998a).

Gleich zu Beginn der Aufklärung der Nukleotidsequenzen dieser Rezeptoren wurden bereits zwei

Splice-Varianten des GABAB1 Rezeptors entdeckt. Der GABAB1A unterscheidet sich vom GABAB1B

Rezeptor an seinem N-terminalen Abschnitt. Dieser wird beim GABAB1A Rezeptor von 147
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Aminosäuren und beim GABAB1B Rezeptor von 18 Aminosäuren gebildet. Dieses, beim GABAB1B

Rezeptor fehlende Proteinfragment ist von Interesse, da es zwei Complement-bindende Motive,

die sogenannten Sushi-Domänen bildet (Hawrot et al. 1998). Deren Bedeutung in der Erkennung

von Liganden bzw. bei der Modulation an der Bindungsstelle wurde anfänglich diskutiert; es

konnten jedoch durch Stimulation mit dem GABAB-Agonisten Baclofen keine signifikanten

Unterschiede zwischen diesen beiden Splice-Varianten gemessen werden (Kaupmann et al.

1998b). Man geht jetzt davon aus, dass es sich bei den Sushi-Domänen, die auch bei anderen

Proteinen zur Verankerung in der extrazellulären Matrix beobachtet wurden (Rauch et al. 1992),

um Strukturelemente handelt, welche beim Transport des GABAB1A Rezeptor-Proteins und

seinem Anteil an der Synaptogenese von Bedeutung sind (Billinton et al. 2001c).

Im Folgenden wurden weitere Varianten des GABAB1B Rezeptors der Ratte entdeckt. Einerseits

eine Splice-Variante mit einer Insertion von 31 Aminosäuren zwischen der fünften

transmembranären Domäne und der zweiten intrazellulären Schleife (GABAB1C der Ratte).

Zudem eine Variante (GABAB1D der Ratte) mit einer 566 Basenpaaren-Insertion, welche über die

Veränderung des Ableserahmens zu einem frühen Abbruch und so nur zu einem in 25

Aminosäuren abweichenden C-Terminus führt (Isomoto et al. 1998). Einer anderen

Arbeitsgruppe gelang es zu zeigen, dass die GABAB1C Insertion der Ratte nicht nur bei der

GABAB1A, sondern auch bei der GABAB1B Rezeptor-Transkription eingespliced werden kann und

diese Varianten in Koexpression mit dem GABAB2 Rezeptor in Xenopus-Oocyten funktionell an

K+-Kanäle koppeln (Pfaff et al. 1999).

Weder die GABAB1C noch die GABAB1D Variante konnten bisher in humaner mRNA detektiert

werden, jedoch wurde für den humanen GABAB1A Rezeptor eine Splice-Variante mit einer N-

terminalen Deletion beschrieben, welche unglücklicherweise ebenfalls „GABAB1C“ Variante

genannt wurde, obwohl sie strukturell von der Splice-Variante der Ratte abweicht. Aus diesem

Grund wird diese humane Variante hier im Weiteren als GABAB1C-hum bezeichnet. Dieser

GABAB1C-hum Rezeptor ist durch eine Deletion von 62 Aminosäuren aus dem N-Terminus des

humanen GABAB1A Rezeptors gekennzeichnet, wodurch er nur eine Sushi-Domäne besitzt.

Schließlich wurde für die humanen GABAB1 Rezeptoren, wie auch für die der Ratte eine weitere,

die GABAB1E Rezeptor-Variante aufgedeckt. Bei ihr wird das gesamte Exon 10 der GABAB1A

Sequenz herausgespliced, weshalb durch den veränderten Ableserahmen in Exon 11 bereits ein

Abbruch der Translation stattfindet, da hier nun ein Stoppcodon entstanden ist. Der GABAB1E

Rezeptor liegt dadurch nur in dieser trunkierten Form als N-Terminus ohne transmembranäre

Domänen vor (Schwarz et al. 2000). Trotz dieser unvollständigen Ausbildung weist die GABAB1E

Variante interessante Eigenschaften auf. Zwar bindet sie den GABAB-Antagonisten CGP54626A

nicht, vermag aber im Gegensatz zu den anderen vollständigen GABAB1 Rezeptor-Varianten ohne

Mitwirkung von GABAB2 Rezeptoren die Zellmembran zu erreichen. Dies ist möglich, da den

GABAB1E Rezeptoren der C-Terminus fehlt, der bei den anderen bisher bekannten GABAB1

Rezeptoren ein Retentions- (Zurückhalte-) Motiv enthält, das deren Transport als Monomer (d.h.

ohne GABAB2, s.o.) zur Zelloberfläche verhindert (Margeta-Mitrovic et al. 2000).

Pharmakologisch bedeutend ist jedoch die Beobachtung, dass GABAB1E sehr wohl mit GABAB2

heterodimerisieren kann. Auch wenn diese Heterodimere nicht funktionelle GABAB Rezeptoren
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bilden können, so tritt doch GABAB1E in Konkurrenz mit den anderen GABAB1 Rezeptoren um

diesen wichtigen Partner. Deswegen wird der GABAB1E Variante eine Rolle in der Regulation und

Verfügbarkeit von funktionellen GABAB Rezeptoren zugeschrieben (Billinton et al. 2001c).

Für den humanen GABAB2 Rezeptor wurden drei Splice-Varianten beschrieben (Clark et al.

2000). GABAB2A besitzt C-terminal 26 Aminosäuren mehr als die GABAB2B Variante, endet jedoch

mit der gleichen Sequenz. GABAB2C dagegen bildet ein eigenes 42 Aminosäuren langes C-

terminales Ende in Anschluss an die im GABAB2B deletierte Sequenz.

Die Suche nach weiteren Splice-Varianten schreitet fort; insbesondere für die GABAB1 Rezeptoren

gibt es erste Hinweise, dass weitere davon existieren (Ekstrand et al. 1999). Diese Suche ist

hauptsächlich dadurch motiviert, dass man sich von N-terminal-abweichenden Rezeptoren

andere und ggf. auch therapeutisch wirksame Agonisten-Bindungsstellen verspricht. Bei den C-

terminal differierenden Rezeptor-Proteinen sind andere Heterodimere (auch mit bereits

bekannten GPCR) oder veränderte G-Protein-Kopplungen denkbar.

Abb 1.3. Schematische Darstellung der beim Menschen und in der Ratte bekannten GABAB1 und
GABAB2 Rezeptor Splice-Varianten. Für die GABAB1 Rezeptoren sind N- wie auch C-terminale, für
den GABAB2 Rezeptor nur C-terminale Splice-Varianten bekannt. Su1 und Su2 stellen die Sushi-
Domänen dar. Die Varianten GABAB1C-Ratte und GABAB1D sind nur für die Ratte und die Varianten der
GABAB2 Rezeptoren nur für den Menschen beschrieben.
Die GABAB1B Rezeptor-Variante besitzt im Vergleich zu GABAB1A, GABAB1C-hum und GABAB1E

Rezeptoren ein abweichendes N-terminales Ende. Bei den GABAB1C-hum Rezeptoren fehlt der Abschnitt
der GABAB1A Rezeptoren, welcher die zweite Sushi-Domäne bildet. Der GABAB1E Rezeptor ist
inkomplett ausgebildet; er besteht nur aus dem N-Terminus des GABAB1A Rezeptors.
Die GABAB2B Rezeptoren entstehen durch Deletion aus dem C-terminalen Abschnitt der GABAB2A

Rezeptoren und die GABAB2C Rezeptoren weisen einen zu den anderen beiden GABAB2 Rezeptor-
Varianten alternativen C-Terminus auf (s. auch Abb. 3.3., 3.4.; modifiziert nach Calver et al. 2000).
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1.3.2. Funktion der GABAB Rezeptoren

Abgeleitet von elektrophysiologischen in vivo Beobachtungen an GABAB Rezeptoren können diese

in postsynaptische Rezeptoren, welche die postsynaptische Erregbarkeit kontrollieren und

präsynaptische Rezeptoren, welche die Neurotransmitterausschüttung regulieren, eingeteilt

werden.

Viele der physiologischen Effekte von GABAB Rezeptoren lassen sich auf die G-Protein-induzierte

Öffnung von Ca2+ und K+-Kanälen zurückführen (Lüscher et al. 1997; Poncer et al. 1997;

Slesinger et al. 1997; Wu und Saggau 1995). Demzufolge beeinflussen präsynaptische GABAB

Rezeptoren, wahrscheinlich über eine Verminderung der Ca2+-Leitfähigkeit, die Neuro-

transmission über die Unterdrückung von Neurotransmitter- und Neuropeptidausschüttung.

Postsynaptische GABAB Rezeptoren hyperpolarisieren Neuronen durch Aktivierung von auswärts

gerichteten K+-Strömen, welche dem späten inhibitorischen postsynaptischen Potentialen (IPSP)

zugrunde liegen. Typischerweise setzt das späte IPSP im Vergleich zum schnellen IPSP (durch

GABAA Rezeptoren ausgelöst) mit Verzögerung ein, ist aber von längerer Dauer (Einschub in

Abb. 1.2.). Bei den postsynaptisch angesteuerten K+-Kanälen handelt es sich um K+-Kanäle vom

Kir3-Typ, da an Kir3-knockout Mäusen durch Baclofen-Gabe kein nennenswertes spätes IPSP

mehr auslösbar war (Lüscher et al. 1997) und weil bei den weaver Mausmutanten, bei denen die

Ionenpore des Kir3.2-Kanals verändert ist, der GABAB Rezeptor-bedingte K+-Strom stark

verändert ist (Slesinger et al. 1997). Die relativ hohe Geschwindigkeit der GABAB/K+-Kanal- oder

auch der GABAB/Ca2+-Kanal-Interaktion ist durch die Signalübertragung mittels der -

Untereinheiten der G-Proteine erklärbar (Mintz und Bean 1993; Kaupmann et al. 1998b).

Außer über die Modulation von Ionenkanälen können GABAB Rezeptoren noch über die

Hemmung von Adenylatcyklasen und dadurch bedingte Abnahme der Synthese von cAMP wirken

(Wojcik und Neff 1984).

Betrachtet man die pharmakologischen und elektrophysiologischen Wirkungen an prä- und

postsynaptischen GABAB Rezeptoren, so fällt die Heterogenität der präsynaptischen Antworten

auf, die sich zudem von den postsynaptischen unterscheiden (Cunningham und Enna 1996;

Bonanno et al. 1997; Deiß et al. 1997; Zhang et al. 1997). Eine mögliche Ursache hierfür stellen

prä- bzw. postsynaptisch unterschiedlich gekoppelte G-Proteine dar. So sind die präsynaptischen

Rezeptoren durch Pertussis-Toxin oder N-Ethylmaleinemid blockierbar, was stark auf eine

Kopplung an G i/o-Proteine hinweist, wogegen die präsynaptischen Rezeptoren zumindest

teilweise nicht auf diese Substanzen reagieren (Dutar und Nicoll 1988; Phelan 1999).

Je nach prä- und postsynaptischer Expression können GABAB Rezeptoren entweder einen

Anstieg oder eine Abnahme der generellen Erregbarkeit in einem neuronalen Netzwerk

bewirken. Dies ist abhängig vom Ausmaß und der zeitlichen und räumlichen Dimension der

Aktivierung von GABAB Rezeptoren und der Koexpression anderer Rezeptorsysteme.

Dies zeigt sich besonders eindrücklich an dem Einfluss der prä- bzw. postsynaptischen

Aktivierung von GABAB Rezeptoren auf die Langzeitpotenzierung (LTP), einem klassischen

Beispiel neuronaler Plastizität. Während angenommen wird, dass die Stimulation von

postsynaptischen GABAB Rezeptoren auf Neuronen erster Ordnung die LTP hemmt (Olpe et al.
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1993; Davies und Collingridge 1996), führt die Aktivierung von präsynaptischen Rezeptoren über

eine Kontrolle der GABA-Ausschüttung von Interneuronen zu einer Verstärkung der LTP (Davies

et al. 1991; Mott et al. 1991).

Bei Betrachtung dieser Ergebnisse überrascht es nicht, dass GABAB Rezeptoren an der

Entstehung bzw. Ausprägung von Erkrankungen, bei denen die synaptische Reorganisation und

Plastizität verändert ist, beteiligt sein können.

Abb. 1.4. Übersicht der intrazellulären Signalkaskade bei der GABAB Rezeptor Aktivierung.
Die Aktivierung eines GABAB1/GABAB2 Rezeptor-Dimers durch GABA an der Bindungsstelle auf der
extrazellulären Domäne des GABAB1 Rezeptors bewirkt intrazellulär den Zerfall des am GABAB2

Rezeptor gebundenen Gi/o-Proteins in i/o- und -Untereinheiten (Margeta-Mitrovic et al. 2000).
Im Weiteren können die freigestzten -Untereinheiten bei postsynaptisch lokalisierten GABAB

Rezeptoren K+-Kanäle aktivieren oder bei einer präsynaptischen Lokalisation Ca2+-Kanäle hemmen,
wodurch die intrazelluläre Ca2+-Konzentration sinkt und so die Exocytose von Neurotransmittern
gehemmt werden kann (Lüscher et al. 1997; Poncer et al. 1997; Slesinger et al. 1997; Wu und Saggau
1995).
G i/o-Untereinheiten vermitteln eine Hemmung der Aktivität von Adenylatcyklasen (AC), wodurch
weniger cAMP synthetisiert wird (Wojcik und Neff 1984).
Bislang ungeklärt ist, ob endogene Liganden auch an GABAB2 Rezeptoren binden können (?). Es wird
angenommen, dass die Wirkung von (exogenen) Modulatoren an GABAB Rezeptoren über diese
Bindungsstelle vermittelt wird (Urwyler et al. 2003).
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1.3.3. Die Rolle von GABAB Rezeptoren in der Pathophysiologie des

Nervensystems

Genetische Hinweise

Die chromosomale Lokalisation des Gens der GABAB1 Rezeptoren auf 6p21.3 und seine Lage in

einigen Suszeptibilitätsloci lassen es als potentielles Kandidatengen für Erkrankungen wie

idiopathische generalisierte Epilepsien, Schizophrenie, Multipler Sklerose und Dyslexie

erscheinen (Goei et al. 1998; Grifa et al. 1998; Kaupmann et al. 1998a).

Mit dem Genlocus des GABAB2 Rezeptors im chromosomalen Abschnitt 9q22.2-22.3 (Martin et al.

1999; Ng et al. 1999b) wird eine Assoziation zum Risikogen der hereditären sensorischen

Neuropathie Typ 1 diskutiert (Nicholson et al. 1996; Ng et al. 1999b).

Nozizeption und Schmerz

Der Rolle von GABA bei der Nozizeption wurde in den letzten Jahrzehnten große

Aufmerksamkeit geschenkt. Aus immunohistochemischen und autoradiografischen

Untersuchungen im Rückenmark der Ratte ist bekannt, dass in den oberflächlichen Laminae des

Hinterhorns eine hohe Dichte an GABAergen Terminalen und Interneuronen vorhanden ist.

Gleiches gilt für die an der Nozizeption beteiligten supraspinalen Regionen (Bowery et al. 1984;

Price et al. 1984). Auch die Betrachtung der mRNA bzw. Rezeptor-Proteine der GABAB1 und

GABAB2 Rezeptoren im Rückenmark, Hinterwurzelganglien und des Gehirns zeigt an den

Schaltstellen der Nozizeption deutliche Expressionsniveaus auf (Margeta-Mitrovic et al. 1999;

Calver et al. 2000).

Baclofen weist antinociceptive Wirkung auf der spinalen wie auch supraspinalen Ebene auf

(Dirig und Yaksh 1995; Hammond und Washington 1993; Levy und Proudfit 1979; Liebman und

Pastor 1980). Diese Wirkung wird, zumindest teilweise, auf die präsynaptische Verminderung

der Ausschüttung von Substanz P (Malcangio und Bowery 1993, 1996), Glutamat (Kangrga et al.

1991) und CGRP, wie auch eine postsynaptische Inhibition zurückgeführt (Malcangio und

Bowery 1995).

Die antinozizeptive Potenz von Baclofen wurde auch in Tiermodellen des akuten und des

chronischen Schmerzes untersucht. Obwohl bei Baclofen die analgetische Dosis deutlich niedriger

als die relaxierende ist, muss bei der Wertung von verhaltenspharmakologischen

Untersuchungen beachtet werden, dass eine beginnende Relaxierung der Versuchstiere im

Schmerzmodell das Ergebnis verfälschen kann (Castro-Lopes 2000). Baclofen wirkt in akuten

Schmerzmodellen ausgeprägt analgetisch bei Ratten (Hammond und Washington 1993; Levy und

Proudfit 1977; Malcangio et al. 1991) und Primaten (Yaksh und Reddy 1981). Für den

chronischen Schmerz ergibt die Datenlage kein einheitliches Bild; es wurden nur teilweise

analgetische Effekte erzielt (Dirig und Yaksh 1995; Shafizadeh et al. 1997; Sharma et al. 1993).

Ursächlich hierfür könnte das unter Umständen bereits endogen maximal aktivierte GABAerge

Systems als Reaktion auf den chronischen Schmerz sein (Malcangio und Bowery 1995).
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Wenngleich Baclofen bei diabetischen Neuropathien oder postherpetischer Neuralgie keinen

Benefit erzielte, kann es z.B. bei der Trigeminusneuralgie mit Erfolg eingesetzt werden. In

Kombination mit Antikonvulsiva ist eine analgetische Wirkung bei attackenförmigen Schmerzen

möglich (Fromm et al. 1984, 1992). Zudem kann in Kombination mit Morphin die analgetische

Potenz gesteigert werden (Fromm 1994).

Depression

Frühe Studien ließen bereits einen Zusammenhang zwischen dem noradrenergen und dem

GABAergen System vermuten. So kann durch Gabe von Imipramin, aber auch Baclofen die

Steigerung von -adrenergen Bindungsstellen nach Dauerapplikation von Reserpin, einem

Wiederaufnahmehemmstoff von Monoaminen, verhindert werden (Suzdak und Gianutsos 1985,

1986). Auch durch primäre Gabe von Baclofen kann eine Abnahme von -adrenergen Rezeptoren

erreicht werden, ein Umstand, der eine direkte Verbindung des -adrenergen Systems mit

GABAB Rezeptoren anzeigt (Bowery et al. 1993). Auch vermag Baclofen die Serotoninaus-

schüttung im Raphekern und mit ihm assoziierten Arealen zu steigern (Abellan et al. 2000). Im

Tierversuch konnte durch die Langzeittherapie mit verschiedenen Antidepressiva die GABAB

Rezeptor-Dichte gesteigert werden, wohingegen sie bei Applikation von Haloperidol oder

Diazepam unverändert blieb (Lloyd et al. 1985; Motohashi et al. 1989, 1992).

Nur wenige klinische Untersuchungen liegen zur Wirkung von Baclofen bei affektiven Störungen

vor und zeigen zudem keine einheitliche Tendenz. Lediglich bei Patienten mit Panikattacken

konnte eine Reduktion der Anfallsfrequenz erreicht werden (Kerr und Ong 1995; Lloyd et al.

1989; Monteleone et al. 1990; Post et al. 1991)

Suchterkrankungen

Die inhibitorische Wirkung von -Hydroxybutyrat (GHB, „liquid extasy“) kann durch GABAB

Rezeptor-Antagonisten gehemmt werden (Xie und Smart 1992). GHB selbst weist einen,

wenngleich schwach ausgeprägten, Agonismus an GABAB Rezeptoren auf (Lingenhoehl et al.

1999; Snead 1996a). Abgeleitet von Beobachtungen, dass GHB die Alkoholabstinenz befördern

(Addolorato et al. 1999) und den Alkoholentzug mildern kann (Fadda et al. 1989; Gallimberti et

al. 2000), kann angenommen werden, dass GABAB-Agonisten bei der Therapie der Alkoholsucht

von Nutzen sein können. Dies wird durch Befunde an alkoholpreferierenden Ratten erhärtet, da

Baclofen hier einige Symptome der Alkoholsucht und des -entzugs mildern konnte (Colombo et al.

2000; Daoust et al. 1987). Der zugrundeliegende Mechanismus ist allerdings unklar, da der

GABAB Rezeptor selbst gegenüber Ethanol insensitiv zu sein scheint (Frye und Fincher 1996).

Auch bei anderen Drogen, wie z.B. Kokain und Heroin vermochte Baclofen bei Ratten das

suchtspezifische Verhalten und die konsumierte Dosis der Suchtmittel zu verringern (Brebner et

al. 1999; Roberts und Andrews 1997; Shoaib et al. 1998; Xi und Stein 1999). Auch in einer

klinischen Studie mit Baclofen bei kokainabhängigen Patienten bestätigten sich die

abstinenzfördernde Wirkung (Ling et al. 1998).
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Epilepsien

Die Wirkung von GABAB Rezeptor-Agonisten ist in Tierversuchen sowohl als prokonvulsiv (Mott

et al. 1989), als auch antikonvulsiv (Ault und Nadler 1983; Morrisett et al. 1993) beschrieben

worden. Bei Patienten mit generalisierten Krampfanfällen zeigte sich jedoch unter Gabe des

GABAB Rezeptor-Agonisten R-Baclofen weder eine Häufung, noch eine Verringerung der

Anfallsfrequenz (Terrence et al. 1983).

In einem Tiermodell für Absence-Epilepsien provoziert Baclofen einen nichtkonvulsiven Status

(Marescaux et al. 1992; Snead 1996b; Vergnes et al. 1997). Die GABAerge Transmission in

thalamokortikalen Verbindungen spielt bei der Entstehung von Absence-Epilepsien eine zentrale

Rolle (Liu et al. 1991; Vergnes et al. 1997). In dieser Regionen konnten in dem genannten

Tiermodell vermehrt GABAB-Bindungsstellen (Hosford et al. 1992) und eine erhöhte

intrazelluläre Konzentrationen von GABA nachgewiesen werden (Richards et al. 1995). Hierin

begründete sich die Hoffnung auf therapeutisch wirksame GABAB-Antagonisten für dieses

Krankheitsbild, wobei bislang keine GABAB-Antagonisten als Pharmaka zugelassen worden sind.

Neuroprotektion

Abgeleitet von der GABAB-vermittelten Reduktion der präsynaptischen Glutamatausschüttung

lassen sich neuroprotektive Effekte von GABAB-Agonisten vermuten. Die Ergebnisse von

Versuchen mit Nagetieren in Ischämiemodellen erbrachten jedoch bezüglich der Neuroprotektion

mittels Stimulation von GABAB Rezeptoren kein einheitliches Bild (Rosenbaum et al. 1990; Lal et

al. 1995).

Überraschenderweise konnte dagegen gezeigt werden, dass geringe Dosen von GABAB-

Antagonisten eine steigernde Wirkung auf die Expression der neuroprotektiven Wachstums-

faktoren NGF und BNDF haben (Heese et al. 2000).

Kognitive Störungen

Der Blockade von GABAB Rezeptoren werden kognitionssteigernde Effekte zugeschrieben, welche

über eine Verstärkung von cholinergen und/oder glutamatergen Mechanismen vermittelt sein

sollen (Mondadori et al. 1993, 1994, 1996a, 1996b) In Übereinstimmung hiermit befinden sich

Resultate aus Verhaltensexperimenten mit Ratten, bei denen GABAB-Antagonisten positive

kognitive Effekte auslösen konnten, welche durch den GABAB-Agonisten R-Baclofen wieder

nivelliert wurden (DeSousa et al. 1994; Bianchi und Panerai 1993; Getova et al. 1997; Getova und

Bowery 1998).

In Hinblick auf die Entwicklung neuer GABAB-Agonisten zur Demenzbehandlung wurde

vorgeschlagen, selektiv die postsynaptischen GABAB Rezeptoren zu blockieren, da eine

gleichzeitige Blockade der präsynaptischen GABAB Rezeptoren über eine verstärkte GABA-

Ausschüttung den Antagonismus an postsynaptischen GABAB Rezeptoren wieder abschwächen

oder aufheben würde (Stäubli et al. 1999).
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2. Aufgabenstellung

Moderne molekularbiologische Methoden erlauben es, Rezeptorsysteme in unterschiedlichen

Regionen des Gehirns darzustellen. Die Beschreibung der Rezeptorexpression in den

verschiedenen funktionell-anatomischen ZNS-Regionen ist Voraussetzung dafür, Ergebnisse zur

Funktionalität dieser Rezeptoren, die aus biochemischen Untersuchungen oder Präparationen

des einzelnen Rezeptors stammen, auf physiologische Bedingungen zu übertragen und zu

interpretieren.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Expressionsmuster der GABAB Rezeptoren in ausgewählten Regionen

des menschlichen Gehirns post mortem darzustellen. Durch die kürzlich erfolgte Klonierung

dieser Rezeptoren ist es möglich geworden, die Expression bis hin zur molekularen Ebene zu

charakterisieren.

Angestrebt wird hierbei ein möglichst umfassendes Bild, das sowohl die mRNA- als auch die

Proteinebene einschließt. Hierbei soll nicht nur der Nachweis von auf der Zelloberfläche

exprimierten Proteinen, sondern auch die Darstellung von funktionellen (d.h. an G-Proteine

gekoppelte) GABAB Rezeptoren erfolgen.

Als Mitglieder der GABAB Rezeptor-Familie sind bisher die sogenannten GABAB1 und GABAB2

Rezeptoren bekannt.

Neben dem makroskopischen Nachweis der jeweiligen mRNA-Expression soll auf

mikroskopischer Ebene die mRNA-Expression in spezifischen Zellpopulationen des humanen

ZNS untersucht werden.

Im weiteren wird der Nachweis und die Darstellung der Verteilung von mRNA-Splice-Varianten

der beiden GABAB Rezeptoren angestrebt.

Schließlich wird der Versuch unternommen, die Expression von funktionell aktiven GABAB

Rezeptor-Dimeren neurochemisch darzustellen und zu quantifizieren.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen wurden an humanem Hirngewebe

durchgeführt, das von Menschen ohne bekannte neurologische oder psychiatrische Erkrankung

stammt. Das Ziel der Arbeit ist es also, die normale (=physiologische) Expression der GABAB

Rezeptoren zu beschreiben.

Methodisch vergleichbare Untersuchungen sind zwar schon im ZNS von anderen Spezies, vor

allem in Nagetieren, durchgeführt worden. Es ist jedoch trotzdem notwendig, ergänzende und

vergleichende Untersuchungen wie diese an humanem Gewebe durchzuführen, weil:

 zum einen bestimmte Subtypen von Rezeptoren bisher nur in bestimmten Spezies

nachzuweisen waren. Dies ist bei den GABAB Rezeptoren der Fall: Bestimmte Subtypen des

Rezeptors sind bisher nur in der Ratte nachgewiesen worden, andere wiederum dagegen nur

im Menschen. Es ist daher zu klären, ob dies tatsächlich auf Spezies-spezifische
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Expressionsmuster zurückzuführen ist oder nur auf dem Mangel an sytematischen

Expressionsuntersuchungen beruht

 andererseits auch bei entwicklungsgeschichtlich so alten Rezeptoren wie den G-Protein

gekoppelten Rezeptoren (viele davon finden sich bereits bei Drosophila melanogaster) nicht

grundsätzlich von einer phylogenetischen Konservierung der Expressionsmuster und

Funktion auszugehen ist. Beispielhaft sei hier nur auf die grundsätzliche Differenz zwischen

Mensch und Ratte bei der Repräsentation von -Opiatrezeptoren im Kleinhirn verwiesen. Die

Ratte weist keinerlei cerebelläre Expression von -Opiatrezeptoren auf, wohingegen das

menschliche Cerebellum diesen Rezeptor stark exprimiert (Schadrack et al. 1999).

Bei der Übertragung und Wertung von physiologischen und verhaltensbiologischen

Untersuchungen aus Versuchstieren, aber auch der Suche nach pharmakologisch nutzbaren

Substanzen sind daher Expressionsstudien im humanen ZNS unverzichtbar, da diese eine

Übertragbarkeit auf den Menschen entweder untermauern oder von vornherein als fraglich

erscheinen lassen können.
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3. Methoden

3.1. Gewinnung und Aufbereitung des Untersuchungsmaterials

3.1.1. Gewinnung des Gehirngewebes

Im Rahmen von pathologischen bzw. rechtsmedizinischen Sektionen wurden von 5 Patienten

Gewebeproben aus verschiedenen Hirnregionen entnommen. Die Gewebeblöcke wurden nach

Präparation möglichst zeitnah auf Trockeneis (festes CO2) eingefroren und in einem

Tiefkühlschrank bei –80°C gelagert. Sie stammten von Personen bei denen keine neurologischen

oder psychiatrischen Erkrankungen bekannt waren und deren neuropathologische Evaluation

des Gehirns auch keinen pathologischen Befund ergeben hatte. Es handelte sich um männliche

Personen mit einem Durchschnittsalter von 60,4 (56-67) Jahren. Zwischen deren Tod und dem

Einfrieren der Gewebe (post mortem Intervall) sind im Mittel 16,7 (6,0-29,5) Stunden vergangen.

Vier Personen verstarben an Herz-Kreislaufversagen als Folge ihrer Grunderkrankungen

(Pankreatitis, Kardiomyopathie, Rectum-Karzinom und Myokardinfarkt). Eine Person ist durch

eine akut aufgetretene Hypoglykämie mit Bewusstseinsverlust (bei insulinpflichtigem Diabetes

mellitus) ertrunken.

3.1.2. Anfertigen von Gefrierschnitten

Die in den tiefgefrorenen Gewebeblöcken enthaltenen Hirnstrukturen wurden zunächst

makroskopisch unter Zuhilfenahme von neuroanatomischen Standardwerken näher identifiziert.

Anschließend wurden die einzelnen Gewebeblöcke in einem Kryostaten (Frigocut, Fa. Reichert-

Jung) bei –25°C in anatomisch-coronarer Schnittebene aufgeblockt, angeschnitten und nach

Erreichen einer glatten Schnittebene in der Position feinadjustiert.

Zuvor geputzte und heissluftsterilisierte Objektträger wurden mit 0,01% Poly-L-Lysin-Lösung

beschichtet. Auf die so vorbereiteten Objektträger werden nun Gefrierschnitte von 20 m Dicke

aufgenommen. Im Einzelnen werden so von jedem Gewebeblock bis zu 100 Schnitte angefertigt,

die jeweils den präfrontalen Cortex, den anterioren cingulären Cortex, die Basalganglien, dem

mittleren Thalamus, die hippocampale Formation bzw. das Cerebellum enthielten.

Nach einer etwa halbstündigen Trocknungszeit bei Raumtemperatur wurden die Gewebsschnitte

in luftdicht schließenden Plastikdosen bei –80°C eingefroren und bis zur weiteren Verarbeitung

bzw. Fixierung gelagert.

Während des Schneidens wurde nach jeweils 20 wie eben geschildert einzulagernden Schnitten

ein zusätzlicher Schnitt zur histologischen Beurteilung angefertigt, welcher nicht eingefroren,

sondern luftgetrocknet und später mit Thioninblau gefärbt wurde.

Außerdem wurden nach der Anfertigung jeder Schnittserie jeweils etwa 20-40 Schnitte in ein

steriles Gefäß aufgenommen und ebenfalls bei –80°C tiefgefroren. Dieses Schnittmaterial wurde
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dann weiter homogenisiert und die darin enthaltene mRNA isoliert.

Dieses Verfahren zur mRNA-Gewinnung bietet zwei Vorteile: Zum einen ist genau bekannt, aus

welcher anatomischen Struktur die mRNA gewonnen wird, zum anderen liegt das Hirngewebe in

dünnen Schnitten vor. Dieses lässt sich leicht homogenisieren und aufschließen, so dass die

mRNA-Isolation eine höhere Ausbeute mit besserer Reinheit ergibt.

3.2. In situ Hybridisierung

Zum Nachweis von mRNA stehen mit dem Northern Blotting, der in situ Hybridisierung (ISH)

und der RT-PCR drei Verfahren zur Verfügung. Die RT-PCR hat unter diesen Verfahren die

höchste Sensitivität. Northern-Blotting und RT-PCR gelten auch als spezifischer als die ISH. Die

in situ Hybridisierung (ISH) bietet jedoch insofern einen großen Vorteil, als sich Nukleinsäuren

direkt in den zu untersuchenden Geweben nachweisen lassen, wodurch sie gegenüber den

anderen mRNA-Nachweisverfahren wie dem Northern-Blotting oder der RT-PCR die

anatomische und histologische Zuordnung der mRNA-Expression ermöglicht.

Alle mRNA-Nachweisverfahren beruhen auf der Bildung von Doppelsträngen komplementärer

Abschnitte von Nukleinsäuren. Bei der ISH wird eine markierte einzelsträngige

Nukleinsäuresequenz, auch Probe oder Sonde genannt, zur Hybridisation direkt mit dem zu

untersuchenden Gewebe in Kontakt gebracht. Dort bildet die Probe mit der nachzuweisenden

komplementären mRNA-Sequenz der Zelle durch Basenpaarung doppelsträngige Hybride, die

durch eine radioaktive oder nicht-radioaktive Markierung der Sonde sichtbar gemacht werden

können.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine ISH mit Oligonukleotid-Proben und radioaktiver

Markierung angewendet. Olionukleotid-Proben sind sehr vielseitig und eignen sich insbesondere

auch zum Nachweis von mRNA Splice-Varianten. Die radioaktive Markierung bietet unter den

zur Verfügung stehenden Markierungsmethoden die höchste Sensitivität.

Bei der ISH wird die markierte Sonde zunächst in einem Hybridisierungspuffer auf die fixierten

Schnitte aufgebracht und inkubiert. In einem anschließenden Waschschritt wird nicht oder

unspezifisch gebundene Probe entfernt und anschließend die Hybride detektiert.

Die Zusammensetzung des Hybridisierungspuffers, wie auch die Hybridisierungstemperatur und

-dauer ermöglichen bei möglichst optimaler Zusammensetzung und Auswahl die maximale

Ausbeute an RNA-Oligonukleotid-Hybriden.

Zur Wahl der Hybridisierungstemperatur und -dauer bei ISH-Experimenten existiert eine

umfangreiche Literatur. Insbesondere kann man auf theoretische Erwägungen und

experimentelle Untersuchungen zurückgreifen, die Dynamik und Kinetik der ISH allgemein

beschreiben.

So finden sich in der Literatur unterschiedliche Näherungsformeln zur Berechnung des

Schmelzpunkts von RNA-Oligonukleotid-Hybriden (Tm) unter den gegebenen Bedingungen, wobei

die folgende für die ISH mit Oligonukleotiden in bester Näherung anzuwenden ist:
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Tm = 81.5+16,6 x log [I+] + 0,41 x (%GC) – (600/L) – 0,63 x (%Form.) (Formel 1)

diese Formel gilt für Oligonukleotide einer Länge (L) von 14 bis 70 Basen; [I+], Konzentration an
einwertigen Ionen; %GC, GC-Gehalt des Oligonukleotids; %Form., prozentualer Gehalt an Formamid
im Hybridisierungspuffer (Sambrook et al. 1989).

Für den hier verwendeten Hybridisierungspuffer gilt somit:

Tm = 47,32 + 0,41 x (%GC) – (600/L) (Formel 2)

für [I+]= 0,69M und (%Form.) = 50%

Es ist jedoch zu beachten, dass diese Formel den Schmelzpunkt (Tm) der Hybride angibt, d.h. bei

dieser Temperatur liegen mRNA und Oligonukleotide zu gleichen Teilen als Einzelstränge und

als Hybride aus beiden vor.

Auch zum Zeitpunkt, an dem der größtmögliche Anteil an Hybriden entstanden ist, gibt es

theoretisch-mathematische Überlegungen. Hierbei handelt es sich jedoch um Formeln, die ihre

Gültigkeit nur für kleine Volumina, wässrige Medien und ein homogenes

Reaktionskompartiment haben (Meinkoth und Wahl 1984). Die bei der ISH vonstatten

gehendende Hybridisierung erfolgt jedoch im Gewebe mit vielen, ganz unterschiedlichen und

nicht vorhersagbaren Kompartimenten. Zudem ist der in der vorliegenden Arbeit zur Anwendung

gebrachte Hybridisierungspuffer nicht wässrig.

Es hat sich daher in der Praxis der ISH bewährt, die zur Verfügung stehenden Formeln zur

Hybridisierungstemperatur und -dauer als Anhaltspunkt zu beachten, bei der Hybridisierung

selbst die Bedingungen jedoch empirisch zu optimieren und dann für die verschiedenen

Oligonukleotide möglichst konstant zu halten.

Der verwendete Hybridisierungspuffer besteht im wesentlichen aus einer 50%igen Formamid-

Lösung, der langkettiges Dextran (10%) zugesetzt wird. Salzgehalt und Pufferkapazität sind auf

SSC und Natriumphosphat-Puffer (gesamt[Na+]= 0,69 M) zurückzuführen. Wie sich bereits in

Formel 1 zeigt, beeinflussen der Formamidgehalt und die Na+-Konzentration des Puffers die

theoretische Hybrisierungstemperatur wesentlich mit. Das zugefügte Dextran ermöglicht durch

die Viskositätserhöhung einen praktikableren Umgang auf den Schnitten und verringert das

Reaktionsvolumen, ohne dabei selbst zu reagieren. Auch ein positiver Einfluss auf die

Penetration des Gewebes durch hochmolekulares Dextran wird diskutiert.

Als weitere Hilfsstoffe, die sich empirisch bewährt haben, unspezifisches Hintergrundsignals zu

reduzieren, sind Natriumpyrophosphat, Poly-Adenylat, Denhardt´s Lösung sowie hydrolysierte

DNA-Fragmente dem Hybridisierungspuffer zugefügt. Poly-Adenylat wird zugegeben, um

unspezifische Interaktionen der Poly-A-Ketten der markierten Oligonukleotid-Proben zu

verhindern. Die einzelsträngigen DNA-Fragmente und die Denhardt´sche Lösung minimieren die

unerwünschte Hybridbildung mit genomischer DNA. Das Natriumpyrophosphat besetzt
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Bindungsstellen von nach der Aufreinigung der radioaktiv-markierten Proben ggf. verbliebenen

Mononukleotiden (Wisden und Morris 2002).

Nach der eigentlichen Hybridisierung werden durch Waschen der Gewebsschnitte unspezifisch

oder unvollständig hybridisierte Oligonukleotide entfernt. Dies erfolgt in Waschlösungen aus

SSC; zunächst mit einer mäßig über jener der Hybridisierung liegenden Temperatur, gefolgt von

Waschungen bei Raumtemperatur und absteigender Ionenstärke (sog. stringentes Waschen).

Zur Optimierung der Hybridisierungstemperatur und -dauer sowie des Signal- zu

Hintergrundverhältnisses wurde im Vorfeld dieser Untersuchungen Vorversuche durchgeführt.

Hierdurch ließen sich durch Zusatz von DTT (10mM) zum Hybridisierungsansatz, einer

Hybridisierungstemperatur von 42°C und einer Hybridisierungszeit von 48 Stunden optimale

Ergebnisse erzielen.

Abb. 3.1. Dargestellt ist der Einfluss der Hybridisierungszeit (4-48 Stunden) auf das Verhältnis aus
Signal (jeweils linke Reihe) und unspezifischem Hintergrund (jeweils rechte Reihe; Negativ-Kontrolle
mit Zusatz unmarkierter Probe im Überschuss) bei einer ISH in Cortex- und Kleinhirnpräparaten.
Deutlich ist eine Abnahme des unspezifischen Signals (v.a. in der weißen Substanz) und die Zunahme
des spezifischen Signals mit ansteigender Hydridisierungsdauer festzustellen. Bei den
nachgewiesenen Transkripten handelt es sich um mGluR5 (Cortex) und mGluR1 (Cerebellum;
genauere Angaben zur Expression dieser Rezeptoren bei Berthele et al. 1999)
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Als Negativ-Kontrolle, also zum Ausschluss einer unspezifischen Bindung der Oligonukleotid-

Probe im Gewebe, sind zwei Verfahren gebräuchlich. Es können entweder parallel zur

eigentlichen Hybridisierung Gewebeschnitte mit RNAse vorbehandelt werden oder dem

Hybridisierungsansatz neben den markierten Oligonukleotiden noch unmarkierte Probe im

mehrfachen Überschuss zugegeben werden. Der letzteren Variante ist der Vorzug zu geben, da

ein Arbeiten mit RNAse die erhebliche Gefahr der Kreuzkontamination und somit einer

Degradation der RNA auch in den eigentlich zu untersuchenden Schnitten in sich birgt. Auch

entfällt die Optimierung des RNAse-Verdaus, der in den unterschiedlichen Geweben einen

gleichmäßigen und vollständigen Abbau der RNA gewährleisten muss.

Bei den hier durchgeführten Kontrollexperimenten wurde ein 100facher Überschuss an

unmarkierten Oligonukleotiden verwendet. Bei der spezifischen Hybridbildung mit zellulärer

Ziel-mRNA treten dabei unmarkierte und markierte Oligonukleotide in Kompetition. Aufgrund

der Konzentrationsverhältnisse wird die markierte Probe durch die unmarkierte Probe aus ihrer

Bindung an die Ziel-mRNA verdrängt und kann so nach dem Waschschritt der ISH kein Signal

mehr geben. Als sogenannter Hintergrund zeigt sich bei diesen Kontrollexperimenten nur eine

geringe unspezifische Anlagerung von Oligonukleotid-Probe an Gewebsbestandteile (überwiegend

nicht neuronal), welche durch die Poly-[35S]dATP S -Markierung der Proben bedingt ist.

3.2.1. Radioaktive Markierung der Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotid-Proben werden mittels Terminaler Desoxynukleotidyl-

Transferase (TdT) und [35S]dATP S (spezifische Aktivität ca. 1250 Ci/mmol) radioaktiv 3'-

endmarkiert. Bei Verwendung des mitgelieferten arsenhaltigen Reaktionspuffers und in

Anwesenheit von Co2+-Ionen bildet die TdT fast ausschließlich eine Kette aus [35S]dATP S am 3´-

Ende der Oligonukleotide. Die Markierungsreaktion wurde wie folgt durchgeführt:

1) 8,0 l TdT-Puffer (5x),

2,4 l CoCl2 (25 mM),

22,6 l H2ODEPC,

2,0 l des jeweiligen Oligonukleotids (0,36 pmol/ l)

3,0 l [35S]dATP S

werden angesetzt und kurz gemischt.

2) 2,0 l TdT (50 U) werden zugegeben und nur durch leichtes Umrühren vermischt. Es dürfen

keine Luftbläschen im Ansatz verbleiben, da diese die Reaktion der TdT hemmen.

3) Inkubation für 30 Min. bei 38°C unter leichter Bewegung.

4) die Reaktion wird durch Zugabe von 60,0 l TNES-Puffer gestoppt und kurz auf Eis gekühlt.

5) Während der Inkubation wird aus Chromatographie-Säulen der Lagerungspuffer durch

Zentrifugation mit 1000g für 2 Min. bei 4°C entfernt.

6) Der Markierungsansatz (100 l) wird vollständig auf die Säule gegeben und nach einer etwa

2 minütigen Einwirkzeit mit 1000g für 4 Min. bei 4°C zentrifugiert. Das Polyacrylamid-Gel

dieser Säulen ist so beschaffen, dass Nukleotide einer Länge von weniger als 5 Basen

zurückgehalten, die markierten längeren Oligonukleotide dagegen eluiert werden.
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7) 2,0 l der aufgereinigten markierten Oligonukleotide werden in 3,0 ml eines Szintillations-

Cocktails in einem -Counter (Fa. Wallac NEN) gemessen. Bei den hier markierten Sonden

konnten spezifische Aktivitäten von 0,68-1,22 x 106 cpm/ l erzielt werden.

8) Um Oxydation und somit Abspaltung der Schwefelgruppen zu vermeiden, wird den einzelnen

Markierungsansätzen abschließend 4 l DTT-Lösung (1M) zugesetzt. Hiernach werden sie bis

zur Hybridisierung bei –25°C tiefgefroren.

3.2.2. Fixierung der Gewebeschnitte

Die für die ISH vorgesehenen Kryostatschnitte der einzelnen Gewebsregionen werden aus der

Tiefkühltruhe (–80°C) in Raumluft überführt. Nach 30 Min. sind diese aufgetaut und getrocknet.

Sie werden nun in Paraformaldehyd fixiert und in Ethanol dehydriert und gelagert:

1) Fixierung in 4% Paraformaldehyd-Lösung bei 4°C für 5 Min.

2) Waschen der Schnitte in 1x PBS bei Raumtemperatur für 1 Min.

3) Dehydrieren der Schnitte in 70% und darauffolgend in 96% Ethanol bei Raumtemperatur für

jeweils 5 Min.

4) Bis zur Hybridisierung werden die Schnitte in 96% Ethanol bei 4°C gelagert.

3.2.3. Ablauf der In situ Hybridisierung

Die markierten Oligonukleotid-Proben werden im Verhältnis 1:100 mit Hybridisierungspuffer

verdünnt. Dieser Hybridisierungsansatz wird nach Zugabe von DTT-Lösung (Endkonzentration:

10mM) ausgiebig gemischt. Die Ansätze zur Durchführung der Konrollexperimente (zur

Bestimmung unspezifischer Signale, s.o.) enthalten zusätzlich noch das jeweilige unmarkierte

Oligonukleotid (0,72 pmol/100 l Ansatz).

1) Auf die Objektträger von unterschiedlicher Größe (je nach Gewebsregion) werden 9,0 l/cm2

des Hybridisierungsansatzes pipettiert. Die aufgebrachte Lösung wird durch Auflage von

passenden Parafilmstreifen verteilt. Diese verbleiben während der Hybridisierung als

Abdeckung auf den Schnitten.

2) Die Objektträger werden in Petrischalen gelegt. In diesen befinden sich zusätzlich feuchte

Papierknäuel (getränkt mit einer 50% Formamid / 4x SSC Lösung), die das Eintrocknen der

Schnitte verhindern.

3) Hybridisierung für 48 Stunden bei 42°C in einem Umluftofen.

4) Abziehen der Parafilmstreifen und Waschen der Schnitte:

i) in 1x SSC für 30 Min. bei 56°C (konstant temperiert im Wasserbad),

ii) in 1x SSC für 3 Min. bei Raumtemperatur,

iii) in 0,1x SSC für 3 Min. bei Raumtemperatur.

5) Dehydrieren der Schnitte:

i) in 70% Ethanol für 3 Min. bei Raumtemperatur,

ii) in 96% Ethanol für 3 Min. bei Raumtemperatur.

6) Trocknen der Schnitte für etwa 30 Min. bei Raumtemperatur.
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3.2.4. Semiquantitative Film-Autoradiografie

Exposition und Entwicklung

Die hybridisierten und getrockneten Gewebsschnitte werden auf vorgeschnittene Pappen mit

Klebeband fixiert und zusammen mit einem 14C-Polymer-Standard in Röntgenfilmkasetten gegen

Biomax MR®-Film exponiert. Nach 28 Tagen werden die Filme bei Raumtemperatur in

Entwicklerlösung GBX für 3 Min. entwickelt, kurz (ca. 30 Sek.) in Stoppbad getaucht, für 3 Min.

in Fixiererlösung GBX fixiert und in entsalztem Wasser für 5 Min. gewässert bevor sie zum

Trocknen aufgehängt werden.

35S-spezifische Kalibration

Die verwendeten 14C-Polymer-Standards eignen sich für eine direkte Kalibration von

Autoradiografien des Isotops 35S nur bedingt, werden jedoch häufig dafür verwendet, da 14C im

Gegensatz zu 35S-Verbindungen eine sehr lange Halbwertszeit (5730 Jahre vs. 87,4 Tage)

aufweist und in Polymeren eingeschlossen auch langfristig nicht flüchtig ist.

Hierdurch können mit 14C-Polymer-Standards zwar sehr konstante Werte erzielt werden, diese

stehen jedoch in keiner einfachen d.h. linearen Beziehung zur Aktivität von 35S-markierten

Proben (Miller et al. 1988; Miller 1991).

Deshalb wurden hier die 14C-Polymer-Standards ihrerseits unter Zuhilfenahme von 35S-haltigen

Gewebeproben geeicht. Hierzu wurde eine geringe Menge cortikalen Gewebes homogenisiert und

je 500 mg hiervon mit 15 verschiedenen Konzentrationen eines 35S-haltigen Nukleotids durch

intensives Mischen versetzt, in zylindrischer Form eingefroren und im Kryostaten in einer Dicke

von 20 m geschnitten. Die so gewonnenen Schnitte von „Brain Paste“ mit abgestufter 35S-

Aktivität wurden für die Dauer der bei der ISH üblichen Film-Expositionszeit (28 Tage) bzw. des

[35S]GTP S-Assays (68 Stunden) mit den 14C-Polymer-Standards koexponiert. Der optischen

Dichte der Autoradiografie eines jeden Feldes des 14C-Standards kann so eine gewebsäquivalente

Aktivität gültig für 35S-Isotop markierte Autoradiografien und o.g. Expositionszeiten zugeordnet

werden (Abb. 3.2.). Der Vorteil der Methode ist, dass nach einmaliger Kalibrierung der 14C-

Polymer-Standards dieser unter Einhaltung identischer Bedingungen nahezu unbegrenzt als 35S-

geeichte Standards wieder verwendet werden können.

Auswertung der Film-Autoradiografien

Die Film-Autoradiografien werden mit einem Flachbettscanner mit einer Auflösung von 600 dpi

eingelesen. Hierbei wurden konstante Bedingungen (Helligkeit, Kontrast, schwarz/weiß-

Gradation) für alle Einzelscans eingehalten. Im Weiteren ist die Auswertung mit der Software

Object-Image 2.10 (Vischer 2002) auf einem Apple Computer erfolgt. Dieses Programm stellt eine

Weiterentwicklung der zur Densitometrie von Autoradiografien weit verbreiteten NIH-Image-

Software dar. Zunächst wurden die Grauwerte der 14C-Standards gemessen, den

gewebsäquivalenten und 35S-spezifischen Aktivitäten zugeordnet und dann die Autoradiogramme
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mit der Rodbard-Funktion kalibriert. Die anschließenden Messungen der einzelnen anatomischen

Regionen ergeben dann direkt die Aktivität bezogen auf das Gewebsgewicht (nCi/g).

Bei der hier dargestellte Auswertung wurden auch die Autoradiografien der Kontrollexperimente

ausgemessen. Das, wenn auch niedrige Signal der unspezifischen Bindung wurde von den

Messwerten der anderen Experimente subtrahiert.

3.2.5. Semiquantitative Emulsions-Autoradiografie

Exposition, Entwicklung und Gegenfärbung

Parallel zu den Schnitten für die Film-Autoradiografie wurden für alle Hirne und Regionen

Gewebsschnitte für die Emulsions-Autoradiografie hybridisiert. Bei diesem Verfahren entstehen

über den einzelnen signaltragenden histologischen Strukturen kleine Silberkörnchen (Grains),

welche mikroskopisch zugeordnet und gemessen werden können.

Unter strikten Dunkelkammerbedingungen mit einer Rotlichtlampe werden die einzelnen

hybridisierten Schnitte in bei 43°C im Wasserbad geschmolzene Fotoemulsion getaucht und

senkrecht in einem lichtdichten Behältnis zum Trocknen aufgestellt.

Die weitere Exposition erfolgt in lichtdichten Objektträgerkästen bei 4°C für 56 Tage. Hiernach

werden die emulsionsbeschichteten Schnitte, wiederum in der Dunkelkammer, bei 17°C für 3

Min. entwickelt (Entwickler D19), für 2 Min. fixiert (Fixierer RT2000) und zweifach für 10 Min.

gewässert. Die Trocknung erfolgt möglichst staubfrei und bei Raumtemperatur. Zur

mikroskopischen Identifikation werden die emulsionsbeschichteten Gewebe mit einer

modifizierten Nissl-Methode gefärbt:

1) Färbung in 0,05% Thioninlösung.

2) Differenzierung in

i) 70% Ethanol für 1 Min. 30 Sek.,

ii) 96% Ethanol für 30 Sek.,

iii) zweimalig 100% Ethanol für 1 Min.

3) Überführung in Xylolersatz für 5 Min.

4) Eindecken der gefärbten Emulsions-Autoradiografien.

Auswertung der Emulsions-Autoradiografie

Zur Quantifizierung werden die einzelnen Zellpopulationen der jeweiligen Hirnregionen

mikroskopisch bei 500facher Vergrößerung identifiziert und mit einer Videokamera parallel im

Hellfeld und im Dunkelfeld aufgezeichnet. Dies erfolgt unter Zuhilfenahme der Software Optimas

5.0, welche im Weiteren die manuelle Definition der Zellgrenzen und Messung der Zellfläche (im

Hellfeldbild) und Bestimmung der Fläche der Grains über den definierten Zellen (im

Dunkelfeldbild) erlaubt. Die Ergebnisse repräsentieren die Grainfläche in m2 bezogen auf

1000 m2 Zellfläche.

Eine Kalibration dieses Signals mit Isotopen-Standards ist aufgrund seiner mikroskopischen und

punktuellen Natur nicht zu bewerkstelligen (eigene Beobachtungen). Damit eignet sich diese
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Methode in erster Linie zur qualitativen Beschreibung der zellulären Expression und

Identifikation spezifischer Zellpopulationen, welche die mRNA exprimieren. Relative Vergleiche

des Expressionsniveaus zwischen Schnitten des gleichen Experiments, die mit dem identischen

Oligonukleotid hybridisiert worden sind, sind zwar eingeschränkt möglich, versuchsunabhängige

Aussagen über die absolute Höhe der zellulären Signalaktivität dagegen nicht. Auch ist keine

Korrektur der Messwerte um einen ggf. unspezifischen Hintergrund durchführbar. Aus

Kontrollexperimenten lässt sich jedoch ein empirischer Schwellenwert für das Hintergrundsignal

angeben. Dieser liegt bei etwa 10 m2 Grainfläche / 1000 m2 Zellfläche.

3.3. Revers transkribierte Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Bei der RT-PCR wird mRNA durch eine PCR amplifiziert. Hierzu wird zunächst mRNA revers

transkribiert (RT). Die so erhaltene cDNA kann dann in eine PCR-Reaktion eingesetzt werden.

Durch die Auswahl geeigneter PCR-Primer und Einbeziehung von Kontrollreaktionen muss

sichergestellt werden, dass die Amplifikate ihren Ursprung aus der mRNA-Expression des

untersuchten Gewebes haben und nicht von einer DNA-Kontamination herrühren.

3.3.1. Isolation von Gesamt-RNA

Als erster Schritt der RT-PCR muss eine RNA-Isolation durchgeführt werden. Hierzu stehen

Verfahren zur Verfügung, die entweder die Gesamt-RNA oder die mRNA-Fraktion isolieren.

Trotz theoretischer Vorteile einer mRNA-Isolation (nur diese RNA-Fraktion soll später revers

transkribiert werden), ist die Isolation der Gesamt-RNA das verlässlichere Vorgehen,

insbesondere weil hierbei weniger Arbeitsschritte und damit Fehlermöglichkeiten entstehen.

Bei der Isolation von Gesamt-RNA aus Gehirnmaterial haben sich säulenbasierte Extraktionen

mit RNA-affinen Harzen als untauglicher gegenüber Verfahren mit Phenol erwiesen. Das

lipidreiche Gewebe verstopft in bereits kleiner Menge die Säulen und führt so zu geringerer

Ausbeute an RNA. Außerdem kommt es zu ähnlich hohen DNA-Restgehalten wie bei den mit

phenolischer Phasentrennung arbeitenden Methoden.

Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgt daher mit einem monophasischen Phenol/

Guanidiniumisothiocyanat-Gemisch (Trizol®). Isoliert wird die Gesamt-RNA aus den

Homogenaten von präfrontalem Cortex, Basalganglien, Thalamus, Hippocampus und Kleinhirn.

Nach der Isolation wurden die Isolate aus verschiedenen Gehirnen, aber identischen Regionen, zu

gleichen Teilen gepoolt:

1) Zu 300-400mg Gewebe werden 4,0 ml Trizol® gegeben und sofort kräftig gemischt.

2) Homogenisieren dieser Gewebssuspension von Hand für 2 Min.

3) Zentrifugation mit 12.000g für 10 Min. bei 4°C.

4) Dekantieren des Überstands und Inkubation für 5 Min. bei Raumtemperatur.

5) Zugabe von 1,6 ml Chloroform und kräftiges Schütteln für 15 Sek.

6) Inkubation für 3 Min. bei Raumtemperatur und Zentrifugation mit 12.000g für 15 Min. bei
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4°C.

7) Abpipettieren der oberen wässrigen Phase (welche die RNA enthält) und Fällung der RNA

durch Zugabe von 2 ml 100% Isopropanol.

8) Inkubation bei Raumtemperatur für 10min, nachfolgend Zentrifugation mit 12.000g für 10

Min. bei 4°C. Am Boden des Cups ist nun ein zartes RNA-Pellet sichtbar.

9) Waschen des Pellets mit 2 ml 75% Ethanol und Zentrifugation mit 7500g für 5 Min. bei 4°C.

10) Überstand verwerfen und RNA-Pellets bei 70°C trocknen.

11) Lösen der RNA in 100 l H2OPCRgrade durch wiederholtes Mischen und Inkubation für 10 Min.

bei 60°C.

12) Fotometrische Bestimmung der Quantität und Reinheit des RNA-Isolats.

13) Lagerung der Isolate bei –80°C.

3.3.2. Reverse Transkription (RT)

Die über alle Gehirne gepoolten, aber nach Regionen getrennte Gesamt-RNA-Isolate werden in

die RT-Reaktion eingesetzt. Die Selektion der mRNA aus der Gesamt-RNA erfolgt durch den

Einsatz eines Oligo dT-Primers in der RT-Reaktion.

Es werden von jedem RNA-Pool zwei RT-Reaktionen angesetzt, die sich nur dadurch

unterscheiden, dass einmal das Enzym Reverse Transkriptase zugefügt (RT-Ansatz) und einmal

durch Wasser ersetzt wird (No-RT-Ansatz als Kontrollreaktion). Im einzelnen erfolgt die

Synthese der cDNA durch:

1) Auftauen und Verdünnen der RNA auf eine einheitliche Konzentration von 0,2 g/l.

2) Zweifacher Ansatz von jeweils:

5.0 l H2OPCRgrade

1.0 l Oligo dT12-18

1.0 l dNTP-Mix (10mM)

5.0 l RNA (0,2 g/ l; gepoolt)

3) Inkubation bei 65°C für 5 Min.

4) Zugabe von jeweils:

4,0 l First-Strand Puffer (5x)

2,0 l DTT (0,1M)

1,0 l RNaseOUT (RNase-Inhibitor).

5) Inkubation bei 42°C für 2 Min.

6) Zugabe von jeweils

1,0 l Reverse Transkriptase (Superscript II®) im RT-Ansatz oder

1,0 l H2OPCRgrade im No-RT-Ansatz.

7) Mischen und Inkubation bei 42°C für 50 Min. gefolgt von 70°C für 15 Min.

8) Kühlung der cDNA für kurze Zeit bei 4-8°C.
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3.3.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR für die hier verwendeten cDNAs wurde empirisch optimiert. In die PCR werden neben

der cDNA noch der dazugehörige No-RT-Ansatz und für jedes Primerpaar Wasser zur

Negativkontrolle eingesetzt. Hierdurch kann ausgeschlossen werden, dass ein Amplifikat aus

einer DNA-Kontaminationen (aus dem Gewebe oder der Umgebung) entstanden ist. Zur Reaktion

mit einem Primerpaar werden die Reagenzien für die einzelnen Proben insgesamt in einem

„Mastermix“ angesetzt, um mögliche Pipettierfehler zu egalisieren:

1) PCR-Mastermix (pro Ansatz):

38.0 l H2OPCRgrade

5.0 l PCR-Puffer (10x)

1.5 l MgCl2 (50mM)

1.0 l dNTP-Mix (10mM)

1.0 l Primer sense (10 M)

1.0 l Primer antisense (10 M)

0.5 l Taq DNA Polymerase.

2) Zugabe und Mischen von jeweils 2,0 l cDNA (bzw. No-RT-Ansätze oder H2OPCRgrade für

Negativ-Kontrollen) in 48,0 l PCR-Mastermix.

3) Überschichten der Ansätze mit 1-2 Tropfen Mineralöl.

4) Inkubation im PCR-Block mit folgendem Programmablauf:

i) Aufschmelzen bei 94°C für 4 Min.

ii) 40 Zyklen mit

• 94°C für 30 Sek.

• 56°C für 45 Sek.

• 70°C für 1 Min.

iii) Elongation des Produkts bei 70°C für 10 Min.

5) Kühlung bei 4-8°C für 10 Min.

3.3.4. Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte werden in einem 2%igen Agarosegel bei 130 V und 80 mA in einer

Elektrophoreseeinheit für 120 Min. unter TAE-Laufpuffer aufgetrennt.

3.4. Auswahlkriterien für Oligonukleotid-Sonden und Primer

Für die beiden hier zum Nachweis von mRNA verwendeten Methoden in den Gewebsschnitten

(ISH) bzw. im Gewebshomogenat (RT-PCR) ist die Auswahl der Sonden von größter Bedeutung.

Das Hauptkriterium für die Sondenauswahl ist die 100%ige Komplementarität zum

nachzuweisenden Transkript ohne an weitere genetische Sequenzen des Menschen in

nennenswerter Weise zu binden. Dies wird hier durch ausführliche Datenbank-Recherche

sichergestellt (NIH BLAST).
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Jedoch sind komplementäre Proben nicht allein für ein Gelingen dieser Methoden

ausschlaggebend. So ist die Hybridbildung der Oligonukleotide mit den mRNA-Transkripten

(ISH) oder der Primerpaare mit der cDNA (bei der RT-PCR) abhängig von deren Gehalt an

Guanin-Cytosin-Brücken (GC-Gehalt). Dieser bestimmt durch die höhere Bindungsenergie (im

Vergleich zu Adenin-Thymin-Bindungen) die Anlagerungstemperatur wie auch die

Schmelztemperatur der Hybride. Angestrebt wird hier für die Primer zur RT-PCR der Bereich

von 40-60% und für die Oligonukleotide von 45-67,5%.

Die Effizienz dieser Methoden kann zudem durch sich wiederholende Strecken von Adenosin oder

Thymidin in der Sequenz der Sonden (Runs), wie auch deren Bereitschaft, mit sich selbst im

Sinne einer Dimerisierung oder eines sogenannten Hairpins (Bindung des 3´-Endes der Probe an

ihr 5´-Ende) eine Brückenbindung einzugehen, negativ beeinflusst werden (Breslauer et al. 1986;

Freier et al. 1986; Groebe und Uhlenbeck 1988).

Zur Vermeidung dieser Phänomene sind bei der Auswahl der Oligonukleotide die

Untersuchungen von Erdtmann-Vourliotis et al. (1999) berücksichtigt worden. Gemäss der dort

beschriebenen Kriterien werden hier Oligonukleotide verwendet, welche einen Schmelzpunkt von

48°C bis 60°C (unter den hier verwendeten Hybridisierungsbedingungen), eine freie Energie der

Hairpins von 0 bis –4,7kcal/mol und höchstens fünf aufeinanderfolgende identische Basen

aufweisen.

Beim Design der Primer zur RT-PCR werden (unter Zuhilfenahme des Programms Primer 5.0)

ein Schmelzpunkt der Primer von 51,0°C bis 63,0°C, eine freie Energie bei der Bindung des 3´-

Endes der Primer von –6,5 bis –9,0 kcals/mol und Runs und Hairpin-/Dimerbindungen von

weniger als 4 Basen als Einschlusskriterien eingehalten.

Bei der Planung der Oligonukleotide der GABAB1 Rezeptor Splice-Varianten trat Sequenz-bedingt

folgendes Problem auf: Die Varianten GABAB1C-hum und GABAB1E werden durch Deletion zweier

verschiedener Abschnitte aus der mRNA der GABAB1A Rezeptoren gebildet (Abb. 3.3.). Ein

Oligonukleotid zur Detektion der GABAB1A Rezeptoren-mRNA kann demnach nur so gelegen sein,

dass entweder die mRNA der GABAB1C-hum oder jene der GABAB1E Rezeptoren zusätzlich

nachgewiesen wird. In Vorversuchen wurden bereits deutlich, dass mRNA der GABAB1E

Rezeptoren sehr umschrieben und zugleich sehr niedrig exprimiert wurde, weshalb im Verlauf

ein Oligonukleotid verwendet wurde, welches an die mRNA der GABAB1A und zugleich GABAB1E

Rezeptor-Subtypen binden kann.

In den folgenden beiden Abbildungen sind die Sequenzen der hier untersuchten GABAB

Rezeptoren und die Lage der zur Detektion der mRNA-Expression verwandten Oligonukleotide

und Primerpaare dargestellt (die Sequenzen sind zudem ausführlich im Anhang 7.1.

wiedergegeben).
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Abb. 3.3. Schematische Darstellung der mRNA-Sequenzen der humanen GABAB1 Splice-Varianten
1A, 1B, 1C-hum und 1E.
Zusätzlich sind über den jeweiligen Sequenzen die Positionen der verwendeten Oligonukleotide (zur
in situ Hybridisierung) und darunter die Lage des Primerpaars (für die RT-PCR) zum Nachweis der
GABAB1E Rezeptoren und die Länge der spezifischen Amplifikate dargestellt (identische
Sequenzabschnitte sind gleichfarbig dargestellt; nicht maßstabsgetreue Darstellung; gezeichnet nach
den Angaben in Kaupmann et al. 1997; Clark et al. 2000; Schwarz et al. 2000)
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Abb. 3.4. Schematische Darstellung der mRNA-Sequenzen der ursprünglich beschriebenen humanen
GABAB2 Rezeptor-Sequenz (obenstehend) und der GABAB2 Splice-Varianten 2A, 2B, 2C.
Zusätzlich sind über den jeweiligen Sequenzen die Positionen des verwendeten Oligonukleotids (zur
in situ Hybridisierung) und darunter die Lage der Primerpaare (für die RT-PCR) zum Nachweis der
GABAB2 Splice-Varianten und die Länge der spezifischen Amplifikate dargestellt (identische
Sequenzabschnitte sind gleichfarbig dargestellt; nicht maßstabsgetreue Darstellung; gezeichnet nach
den Angaben in White et al. 1998; Clark et al. 2000)
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3.5. Immunohistochemie

Die immunhistochemischen Reaktionen erfolgen mit primären Antikörpern (aus

Meerschweinchen gewonnen) gegen die GABAB1 bzw. GABAB2 Rezeptor-Proteine. An diese wird

ein sekundären Antikörper gegen Meerschweinchen-IgG, welcher mit Biotin versehen ist,

gebunden. Dieses Biotin bildet in einer weiteren Reaktion einen makromolekularen

Biotin/Avidin-Merettichperoxidase-Komplex (ABC-Komplex). Die Färbung wird schließlich durch

einen Peroxidase-vermittelten Umsatz von Diaminobenzidin (DAB) erzielt. Dieses Vorgehen

beinhaltet eine Signalverstärkung, da mehrere ABC-Komplexe an einem Zweitantikörper binden,

welche ihrerseits viele DAB Moleküle umsetzen können.

Die Spezifität der verwendeten Primärantikörper gegen die GABAB1 bzw. GABAB2 Rezeptoren der

Ratte ist mehrfach belegt worden (Yung et al. 1999; Durkin et al. 1999; Jones et al. 1998; Martin

et al. 1999). Es handelt sich um polyklonale Antikörper. Die Sequenzen der bei der Herstellung

der Antikörper zur Immunisierung verwendeten Proteinfragmente der GABAB1 bzw. GABAB2

Rezeptoren stimmen für beide Rezeptoren in Mensch und Ratte überein (für den GABAB1

Rezeptor aus Exon 18 bzw. für den GABAB2 Rezeptor aus dem in beiden Spezies konservierten C-

terminalen Ende des Rezeptors; Auskunft der Fa. Chemicon), weshalb auch die Spezifität für die

humanen Rezeptoren mit hoher Wahrscheinlichkeit angenommen werden kann.

Zur Kontrolle von unspezifischen Reaktionen des Zweitantikörpers, des ABC-Komplexes oder der

Färbung wurden zusätzliche Gewebeschnitte mit Puffer ohne den primären Antikörper inkubiert

und in Folge wie die Schnitte mit einem Primärantikörper behandelt.

3.5.1. Fixierung der Gewebeschnitte

Für den immunohistochemischen Nachweis werden Kryostatschnitte der einzelnen Gewebs-

regionen aufgetaut und an Raumluft für 30 Min. getrocknet.

1) Fixierung in 4% Paraformaldehyd/0,4% Pikrinsäure-Lösung bei 4°C für 30 Min.

2) Zweifaches Waschen der Schnitte in 1x PBS bei Raumtemperatur für 5 Min.

3.5.2. Ablauf der Immunohistochemie

Unmittelbar nach der Fixierung der Schnitte wird fortgefahren, wobei ein Eintrocknen der

Schnitte unbedingt zu vermeiden ist:

1) Inkubation in Blockierungspuffer (PBSTN) für 60 Min. bei Raumtemperatur.

2) Inkubation mit den Primärantikörpern (anti-GABAB1 1:500; anti-GABAB2 1:250 in PBSTN;

für die Kontrollreaktion PBSTN ohne Antikörper) für 18 Stunden bei 6°C.

3) Dreimaliges Waschen der Schnitte in 1x PBS für je 5 Min. bei Raumtemperatur.

4) Inkubation mit biotinyliertem Sekundärantikörper (1:25 in PBSN) für 60 Min. bei

Raumtemperatur.

5) Dreimaliges Waschen der Schnitte in 1x PBS für je 5 Min. bei Raumtemperatur.

6) Inkubation mit ABC-Komplex (1:25 in 1x PBS) für 60 Min. bei Raumtemperatur.
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7) Dreimaliges Waschen der Schnitte in 1x PBS für je 5 Min. bei Raumtemperatur.

8) Farbreaktion mit Diaminobenzidin-Lösung für 10 Min. bei Raumtemperatur.

9) Waschen der Schnitte in H2O für 5 Min. bei Raumtemperatur.

10) Dehydrieren der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 96%, 100%) für je 2 Min.

11) Überführen in Xylolersatz für 5 Min. und Eindecken der Schnitte.

3.5.3. Auswertung der Immunohistochemie

Die immunohistochemisch gefärbten Gewebeschnitte werden lichtmikroskopisch beurteilt und

die Stärke der immunohistochemischen Reaktion durch eine semiquantitative Bewertung in

nicht-, schwach-, mittelgradig- oder stark-immunopositiv eingeteilt.

3.6. Agonisten-stimulierter [35S]GTP S-Bindungsassay

Mit dieser Methode kann die Aktivierung G i/o-Protein-gekoppelter Rezeptoren durch den

entsprechenden Agonisten in Gewebeschnitten dargestellt werden. Für die GABAB Rezeptoren

wurden hier die Agonisten Baclofen und GABA verwendet.

Im Unterschied zu Rezeptorbindungsstudien, die allein die membranständige Expression des

Rezeptor-Proteins aufzeigen, kann mit dieser Methode nachgewiesen und quantifiziert werden,

ob der Rezeptor auch an eine intrazelluläre Signalkaskade angekoppelt ist, es sich also

tatsächlich um einen funktionellen Rezeptor handelt.

Der hier verwendete [35S]GTP S-Assay wurde ursprünglich als sensitive Methode zur

Untersuchung der Rezeptorinteraktion mit G-Proteinen in Membranpräparationen entwickelt

(Hilf et al. 1989; Traynor und Nahorski 1995). Der [35S]GTP S-Assay basiert auf der Tatsache,

dass in seiner inaktiven Form die G -Untereinheiten eine größere Affinität zu GDP im Vergleich

zu GTP aufweisen.

Aktiviert nun ein Agonist einen G i/o-gekoppelten Rezeptor, so verändert sich die Affinität der

G -Untereinheit für GDP zu Gunsten von GTP. Dies wird gefolgt von einer Abspaltung von G -

GTP von der G -Untereinheit, welche nun beide intrazelluläre Effekte entfalten können. Die

Wirkung des G -GTP wird durch GTPase-katalysierte Hydrolyse beendet, wodurch wieder G -

GDP entsteht, welches dann erneut zur Rekonstitution des an einen Rezeptor gebundenen G-

Proteins dient.

Beim [35S]GTP S-Assay wird anstelle von GTP das nicht hydrolysierbare [35S]GTP S im

Überschuss eingesetzt. Dieses blockiert nach Stimulation des Rezeptors das freigesetzte G -

Protein, wodurch dieses sich nicht wieder an einen Rezeptor anlagert. Durch Messung der

gebundenen Radioaktivität kann so der Rezeptor-vermittelte, Agonisten-induzierte Umsatz an

den G-Proteinen bestimmt werden (Abb. 3.5.).

Diese Methode wurde von Laura J. Sim zur Anwendung auf histologischen Schnitten adaptiert

(Sim et al. 1995), weshalb nun die Darstellung und Quantifizierung eines intrazellulären
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Signaltransduktionsweges in Gewebeschnitten möglich ist. Die Durchführbarkeit dieser Methode

an humanem post mortem Hirngewebe konnte bisher für 5-HT1-, Cannabinoid- und Opioid-

Rezeptoren belegt werden (Dupuis et al. 1999; Rodriguez-Puertas et al. 2000; Platzer et al. 2000).

Abb. 3.5. Dargestellt ist die Aktivierung eines G-Proteins nach Stimulation des Rezeptors unter
physiologischen Bedingungen (grau unterlegt) und unter den Bedingungen des [35S]GTP S-Assays
(gelb unterlegt).
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3.6.1. Durchführung der Agonisten-stimulierten [35S]GTP S-Bindungsassays

Der [35S]GTP S-Bindungsassay beginnt mit zwei Prä-Inkubationsschritten. Im ersten Schritt

erfolgt die Rehydrierung des Gewebes und die Abspaltung und Auswaschung von endogenem

GABA von den GABAB Rezeptoren. Im zweiten Schritt werden durch GDP im Puffer alle G i/o-

Protein-gekoppelten Rezeptoren in den Schnitten in einen stabilen und aktivierbaren Zustand

überführt, wonach sie während einer Inkubation mit den Agonisten R-Baclofen oder GABA

stimuliert werden können und es zur Anlagerung von [35S]GTP S an die G i/o-Proteine der

aktivierten Rezeptoren kommt. Da der Basalumsatz der G i/o-Protein-gekoppelten Rezeptoren

unter den Assay-Bedingungen relativ hoch ist, wird dieser, ebenfalls ermittelt:

1) Auftauen und Trocknen der Kryostatschnitte an der Raumluft für 30 Min.

2) Präinkubation in Assay-Puffer für 10 Min. bei 25°C.

3) Präinkubation in 2,0 mM GDP/Assay-Puffer für 15 Min. bei 25°C.

4) Inkubation mit 0,04 nM [35S]GTP S in 2,0 mM GDP/Assay-Puffer und 1,0 mM R-Baclofen

(Agonisten-Stimulation) oder keinem weiteren Zusatz (Basalumsatz) für 120 Min. bei 25°C.

5) Zweimaliges Waschen der Schnitte in Tris-Puffer (50 mM, pH 7,4) für 30 Sek. bei 4°C.

6) Kurzes Abspülen in H2Odest. und Trocknen der Schnitte im Luftstrom bei Raumtemperatur.

3.6.2. Quantitative Film-Autoradiografie des GTP S-Assays

Die Durchführung der Autoradiografie erfolgt analog zur Autoradiografie bei der ISH, mit

identischem Filmmaterial und Prozeduren. Sie unterscheidet sich jedoch durch eine sehr viel

kürzere Expositionszeit von nur 68 Stunden und die Verwendung von 14C-Standards mit höherer

Polymeraktivität. Auch für diese Standards wurde eine gewebsäquivalente und 35S-spezifische

Kalibration durchgeführt (s.o.).

Auch die Auswertung der Film-Autoradiografien des [35S]GTP S-Bindungsassay folgt dem bereits

beschriebenem Ablauf (s. 3.2.4.), wobei die Stimulation als Prozentwert (St%) über dem

Basalumsatz ausgedrückt wird:

St% = [(AgSt-Basal)/Basal] x 100 (Formel 3)
(AgSt: die durch Agonisten bedingte Stimulation; Basal: Basalumsatz. Alle Werte in nCi/g)
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4. Ergebnisse

4.1. Expression von GABAB1 und GABAB2 Rezeptor mRNA

Der Nachweis der Expression der einzelnen GABAB Rezeptor mRNA erfolgte auf

makroskopischer wie auch mikroskopischer Ebene durch semiquantitative Film- und Emulsions-

Autoradiografie.

Die Film-Autoradiografie bietet hierbei die Möglichkeit, weite Bereiche der untersuchten

Hirnareale zu überblicken und miteinander zu vergleichen, wogegen die Emulsions-

Autoradiografie eine Beurteilung und Quantifizierung auf Einzelzellebene zulässt.

Das Signal der Film-Autoradiografie stellt die Summe der Einzelzellexpressionen dar. Hierdurch

wird bei hoher Zelldichte, jedoch nur schwacher oder mittelgradiger Expression auf

Einzelzellebene (z.B. im Cerebellum) die Expression in der Film-Autoradiografie relativ

überschätzt. Analog hierzu kann eine mittlere, jedoch disseminierte Einzelzellexpression unter

ungünstigen Umständen zu keinem signifikanten oder nur geringem Messwert in der Film-

Autoradiografie führen. Hieraus wird deutlich, dass mRNA-Expression, wenn sie mittels in situ

Hybridisierung nachgewiesen wird, im Idealfall durch die Film- wie auch Emulsions-

Autoradiografie detektiert werden muss.

Zur weiteren Differenzierung auf Einzelzellebene wird im folgenden auch auf die Expression des

im Gehirn dominierenden GABA-synthetisierenden Enzyms GAD67 eingegangen. Hierdurch soll

der Versuch unternommen werden, Neuronen bzw. Interneuronen, welche die unterschiedlichen

GABAB Rezeptoren exprimieren, als GABAerge oder nicht-GABAerge Zellen zu klassifizieren.

4.1.1. Semiquantitative Autoradiografie der GABAB1 und GABAB2 Rezeptor

mRNA

Cerebraler Cortex (PFC und ACC)

Makroskopisch war im präfrontalen (PFC) und anterioren cingulären Cortex (ACC) GABAB1pan

mRNA in mittleren bis hohen Mengen über den sechs Schichten des Cortex nachweisbar. Die

höchste Expression zeigte sich hier in den oberen Anteilen der Lamina V und VI, aber auch die

Lamina II ließ sich deutlich durch ihr höheres Signal von der Lamina I abgrenzen. Zudem

zeichnete sich eine mittlere Schicht innerhalb der Lamina III ab (Abb. 4.1.A). Densitometrisch

wurden die Laminae I-III, V und VI untersucht. Hier ergab sich für die Lamina I ein deutlich

niedrigeres Niveau gegenüber den etwa dreifach höheren Werten in Laminae II, III, V und VI.

Über Bereichen der weißen Substanz konnte ein schwacher aber deutlich positiver Messwert

detektiert werden (Abb. 4.6.A).
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Für die cortikale Expression der GABAB2pan mRNA zeigte sich ein dem der GABAB1pan mRNA

ähnliches laminäres Muster bei insgesamt niedrigerer Signalintensität. Die Lamina I wies hier

eine schwache und die übrigen Laminae eine mittlere Expression auf (Abb. 4.1.B, 4.6.B).

Für beide GABAB Rezeptoren zeigten sich zwischen der mRNA-Expression des präfrontalen

(PFC) und des anterioren cingulären Cortex (ACC) keine wesentlichen Unterschiede. Lediglich in

Lamina I erbrachte die Messungen im ACC ein höheres Signal für die GABAB1 und GABAB2

Rezeptor mRNA. (Abb. 4.6.C).

Die GAD67 exprimierenden Zellen erzeugen ein über die gesamte Hirnrinde verteiltes Signal auf

den Film-Autoradiografien, welches punktuell mittlere bis hohe Signalstärke aufwies. In Lamina

I erschien auch hier das Expressionsniveau deutlich niedriger als in den anderen Schichten (Abb.

4.1.C).

Hippocampale Formation

Die Betrachtung und Auswertung der Film-Autoradiografien für die der GABAB1pan mRNA zeigte

ein sehr hohes Signal über dem Stratum granulare des Gyrus dentatus, welches sich deutlich von

der inneren polymorphen Schicht und dem Stratum moleculare unterschied. Eine starke

Expression erstreckte sich über das Stratum pyramidale aller Abschnitte des Ammonshorns

(CA4-CA1). Stratum lacunosum, moleculare und radiatum zeichneten sich durch ein Signal

mittlerer Stärke aus. In der Subicularregion (bestehend aus Subiculum, Prä- und Parasubiculum)

setzte sich das Signal der Molekularschicht aus dem Stratum moleculare der CA1-Region in

gleicher Stärke fort. Die äußere Pyramidenschicht des Subiculums wies eine dem Stratum

pyramidale des Ammonshorns vergleichbare Expression auf, wovon sich die innere

Pyramidenschicht durch ein mittleres Expressionsniveau abgrenzte. Der auf den Präparaten

enthaltenen Abschnitt des entorhinalen Cortex war bezüglich seines Expressionsmusters für die

GABAB1 Rezeptor-Transkripte mit einer Betonung des Signals in den Laminae II, V und VI

vergleichbar mit dem präfrontalen Cortex (Abb. 4.2.A, 4.6.A).

In Analogie zur Expression der GABAB1 Rezeptoren stellte sich die Expression des GABAB2

Rezeptors in der hippocampalen Formation dar: identisches Verteilungsmuster bei insgesamt

niedrigere Signalstärke. So war hier das Stratum granulosum des Gyrus dentatus der Ort

stärkerer und das Stratum pyramidale des Ammonshorns, wie das Subiculums die Regionen

mittlerer Expression (Abb. 4.2.B, 4.6.B).

Auf den Film-Autoradiografien der mRNA von GAD67 zeigte sich eine einheitliche und

zusammenhängende starke Expression im Hippocampus lediglich in dem Band aus Körnerzellen

des Gyrus dentatus. Die übrigen hippocampalen Regionen wiesen ein disseminiertes Signal auf,

wobei dieses am stärksten in der polymorphen Schicht des Gyrus dentatus und dem Stratum

oriens der CA1-Region ausgeprägt war (Abb. 4.2.C).

Basalganglien

Der Nucleus caudatus wie auch das Putamen zeigte ein mittleres und der Globus pallidus ein

deutlich schwächeres Expressionsmuster für die GABAB1 Rezeptoren mRNA (Abb. 4.3.A). Eine



Ergebnisse

36

mäßige Transkription konnte auch in der Substantia nigra und im Nucleus ruber nachgewiesen

werden (Abb. 4.4.A, 4.6.A).

Für die GABAB2 Rezeptoren fällt auf den Film-Autoradiogrammen über Nucleus caudatus,

Putamen und Globus pallidus kein merkliches Signal auf. Densitometrisch konnten hier jedoch

schwächste Signalintensitäten (um 4,4 nCi/g über dem unspezifischem Hintergrundsignal)

nachgewiesen werden (Abb. 4.3.B, 4.6.B). Etwas deutlicher fiel die Expression in der Substantia

nigra und dem Nucleus ruber aus (Abb. 4.4.B, 4.6.B).

Ein im Gegensatz zum Cortex und Hippocampus eher flächiges Signal konnte für die GAD67

mRNA über dem Nucleus caudatus und dem Putamen beobachtet werden, wogegen der Globus

pallidus und der Nucleus ruber ein starkes aber vereinzeltes und punktförmiges Signal aufwies.

Makroskopisch fehlt jeglicher Hinweis auf die Expression von GAD67 in der Substantia nigra

(Abb 4.3.C, 4.4.C).

Thalamus

In dieser Region wurden der Nucl. mediodorsalis thal., der Nucl. lateralis posterior thal., die

Nuclei ventralis posteriolateralis et posteriomedialis thal., der Nucl. centromedianus thal. sowie

der Nucl. reticularis thal. untersucht. Diesen Kerngebieten des Thalamus war insgesamt eine

mittlere und dem Nucl. mediodorsalis thal. eine stärkere Expression von GABAB1 Rezeptor

mRNA zu eigen (Abb. 4.4.A, Abb 4.6.A).

Für die Transkription von GABAB2 Rezeptor mRNA konnten im Nucl. centromedianus niedrige

und in den übrigen untersuchten Thalamuskernen etwas höhere Werte gemessen werden (Abb.

4.4.B, 4.6.B).

Die GAD67 mRNA Expression erschien als stärkeres Signal aus einzelnen Punkten über dem

Thalamus, welche im Nucl. mediodorsalis und Nucl. reticularis dichter und im Nucl.

centromedianus seltener vorhanden waren (Abb. 4.4.C).

Cerebellum

Der cerebelläre Cortex exprimiert in seiner Körnerzellschicht den höchsten Wert der

densitometrisch untersuchten Regionen für die GABAB1 Rezeptor mRNA. Dagegen war die

Expression in der Molekularzellschicht und dem Nucl. dentatus von schwacher, aber deutlicher

Ausprägung. Auch über der weißen Substanz des Cerebellums war ein niedriges Signal (12,4

nCi/g) nachweisbar (Abb. 4.5.A, 4.6.A).

Die cerebelläre GABAB2 Rezeptor mRNA Expression zeigte ebenfalls ihre deutlichste Ausprägung

über der Körnerzellschicht und war mit dem Wert von GABAB2 für das Stratum granulosum des

Gyrus dentatus ebenfalls der für dieses Transkript höchste auf den Film-Autoradiografien

gemessene Wert (Abb. 4.5.B, 4.6.B).



Ergebnisse

37

Abb. 4.1. Film-Autoradiografien der Expression von GABAB1 (A), GABAB2 Rezeptor (B) und GAD67
(C) mRNA im präfrontalen (PFC) und im anterioren cingulären Cortex (ACC).
In den jeweiligen Einschüben ist in stärkerer Vergrößerung (10x) die cortikale Schichtung der
Hirnrinde des PFC dargestellt.
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Abb. 4.2. Film-Autoradiografien der Expression von GABAB1 (A), GABAB2 Rezeptor (B) und GAD67
(C) mRNA im Hippocampus. Dargestellt ist der Gyrus dentatus (DG) mit seinem Stratum granulare
(gl), Stratum moleculare (ml) und der polymorphen Hilusregion (pl), das Ammonshorn mit seinen
Regionen CA4-CA1, welches sich in Stratum lacunare, moleculare und radiatum (lmr), das Stratum
pyramidale (p) und Stratum oriens (o) untergliedert.
Daran schließt sich das Subiculum (Sub) und der entorhinale Cortex (ECx) an.
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Abb. 4.3. Film-Autoradiografien der Expression von GABAB1 (A), GABAB2 Rezeptor (B) und GAD67
(C) mRNA in den Basalganglien.
Neben dem Nucl. caudatus (Cau) und dem Putamen (Put) ist die Capsula interna (Ci) und der Globus
pallidus (GP) abgebildet.
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Abb. 4.4. Film-Autoradiografien der Expression von GABAB1 (A), GABAB2 Rezeptor (B) und GAD67
(C) mRNA im Thalamus und oberen Hirnstamm.
Der Thalamus untergliedert sich in dieser Schnittebene in den Nucl. mediodorsalis thal. (MD),
welcher nach medial vom Ventrikel (V) begrenzt ist, den Nucl. lateralis dorsalis thal. (LD), den Nucl.
lateralis post. thal. (LP), die Nuclei ventralis posteriolateralis (VPL) et posteriomedialis thal. (VPM),
dem Nucl. centromedianus thal. (CM) sowie dem Nucl. reticularis thal. (R).
Im Anschnitt des oberen Hirnstamms ist der Nucl. ruber (NR) und die Substantia nigra (SN)
enthalten.
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Abb. 4.5. Film-Autoradiografien der Expression von GABAB1 (A), GABAB2 Rezeptor (B) und GAD67
(C) mRNA im Cerebellum.
Deutlich abgrenzbar ist die Molekularzellschicht (ML) von der Körnerzellschicht (GCL). In der
weißen Substanz des Cerebellums ist der Nucl. dentatus (ND) in allen Präparaten angeschnitten.
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Abb. 4.6. Semiquantitative Bestimmung der Expression von GABAB1 (A) und GABAB2 (B) Rezeptoren
mRNA durch Densitometrie von Film-Autoradiografien. Die Messwerte sind um den unspezifischen
Hintergrund korrigiert und in nCi/g ± SEM dargestellt. In (C) sind die Messwerte im präfrontalen
(PFC) und im anterioren cingulären Cortex (ACC) gegenübergestellt welche sich deutlich nur in
Lamina I unterscheiden.

Abkürzungen:
LI-LVI: Lamina I-VI; DG: Gyrus dentatus; gr: Stratum granulosum; ml: Stratum moleculare; pl:
polymorphes Stratum; CA4-1: Regionen 4-1 des Ammonshorns; py: Stratum pyramidale; lmr:
Stratum lacunosum, moleculare et radiatum; Sub: Subiculum; EntCx: entorhinaler Cortex;
MD: Nucl. mediodorsalis thal., LP; Nucl. lateralis post. thal., VPL: Nucl. ventralis posteriolateralis;
VPM: Nucl. ventralis posteriomedialis thal., CM: Nucl. centromedianus thal.; R: Nucl. reticularis
thal.; Cau: Nucl. caudatus; Put: Putamen; GP: Globus pallidus; NR: Nucl. ruber; SN: Substantia
nigra; GCL: Körnerzellschicht; ML: Molekularzellschicht; DN: Nucl. dentatus; W: weiße Substanz.
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4.1.2. Zelluläre Expression der GABAB1 und GABAB2 Rezeptor mRNA

Cerebraler Cortex (PFC und ACC)

Im zerebralen Cortex zeigten sich in den Emulsions-Autoradigraphien über den kleinen

Neuronen der L.I, den Sternzellen der L.IV und den Pyramidenzellen der L.II und III nur geringe

Mengen an Silberkörnern (Grains), entsprechend einer schwachen Expression von GABAB1pan. Die

Expression von GABAB1pan mRNA in den großen Pyramidenneuronen der L.V und den

spindelzelligen Neuronen (L.VI) war dagegen etwas stärker ausgeprägt. Diese bereits genannten

Arten von cortikalen Neuronen, die sog. Typ-1 Neuronen (Creutzfeldt 1983) zeigen alle

mikroskopisch ein schwaches Niveau von GABAB2 mRNA. Die Gruppe der kleineren, rundlichen

Typ-2 Neuronen, welche zum überwiegenden Anteil Interneurone darstellen, exprimieren

GABAB1pan wie auch GABAB2 mRNA auf schwachem, aber deutlichem Niveau. Diese Neuronen

konnten nicht zuletzt durch ihre mäßige bis starke Expression von GAD67 mRNA identifiziert

werden (dieses Transkript ist nur schwach in den pyramidalen Typ-1 Neuronen oder überhaupt

nicht in den Sternzellen (L.IV) exprimiert). Die ebenfalls mit Thionin angefärbten

Oligodendrocyten wiesen keine signifikante Markierung auf (Abb. 4.7., Tab. 4.1.).

Hippocampale Formation

Im Gyrus dentatus exprimierten die Körnerzellneurone wie auch die benachbarten Zellen des

Stratum moleculare GABAB1pan mRNA in mäßiger Stärke. Die vereinzelten Zellen der

polymorphen Schicht des Gyrus dentatus traten dagegen durch einen höheren Besatz an Grains

hervor. Die Pyramidenzellen der Region CA4 sind, bei insgesamt mittlerer GABAB1pan Expression,

etwas schwächer als die der Regionen CA3-1 markiert. Auffällig war auch das Signal über den

spindelzelligen Interneuronen im Stratum oriens der CA1-Region. Alle nicht-oligodendroglialen

Zellen zeigten im Subiculum und Entorhinalen Cortex ein mäßiges und in einzelnen

Pyramidenzellen auch stärkeres Niveau an GABAB1pan mRNA.

Über all diesen hippocampalen Zelltypen war ein gleichmäßiger schwacher Gehalt an GABAB2

mRNA festzustellen.

GAD67 mRNA konnte im Gyrus dentatus über dem Stratum granulosum in mäßiger und in den

polymorphen Neuronen, wie auch in den Interneuronen der CA-Region (Stratum pyramidale und

oriens), des Subiculums und des Entorhinalen Cortex in stärkerer Ausprägung beobachtet

werden. Die Pyramidenzellen des Cornu ammonis wiesen keinerlei GAD67 mRNA Expression

auf.

Basalganglien

Die kleinen (Ø 5-7 m) Zellen des Nucleus caudatus und des Putamens, welche sich durch ihr

Färbeverhalten, ihre Größe und Form nicht weiter in Neurone bzw. Interneurone differenzieren

ließen, zeigten eine weitgehend homogen schwache GABAB1pan Expression. In den mittelgroßen (Ø

10-15 m) Zellen, welche zum überwiegenden Teil die primären Neurone, aber auch Interneurone
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repräsentieren (Wilson 1990) und in den sehr großen Interneuronen (Kölliker-Interneurone) im

Putamen fand sich dieses Transkript in mäßiger Menge. Der Globus pallidus wies bezüglich der

GABAB1pan mRNA mäßige Signalintensitäten in den kleineren und mittelgroßen Zellen, bei

zugleich höheren Werten für die größeren Interneuronen auf. Die melaninhaltigen Neurone der

Substantia nigra zeigten eine mittlere und die Neurone des Nucleus ruber eine niedrigere

GABAB1pan Expression.

Im Gegensatz hierzu stand das Expressionsniveau für die GABAB2 mRNA, welches im Nucl.

caudatus und Putamen in nur sehr vereinzelten mittelgroßen Zellen sicher nachweisbar war. Das

Signal über den Kölliker-Interneuronen ist als fraglich schwach positiv über dem unspezifischen

Hintergrundsignal einzuschätzen. Deutlicher dagegen war die Expression in den mittelgroßen

Zellen und den größeren Interneuronen im Globus pallidus und Nucleus ruber bestimmbar. Die

Neurone der Substantia nigra exprimieren die GABAB2 Transkripte in mittlerer Höhe.

Die mittelgroßen Zellen im Neostriatum zeigten in Hinblick auf die GAD67 Expression kein

einheitliches Bild: prinzipiell existieren stark exprimierende und signalfreie Zellpopulationen;

dahingegen zeigten die großen Interneurone des Putamen und des Globus pallidus durchgehend

ausgeprägte Expression.

Thalamus

Alle Neurone bzw. Interneurone in den untersuchten thalamischen Kerngebieten wiesen eine

deutliche Expression von GABAB1pan mRNA auf. Diese war stark in den kleineren rundlichen und

den größeren länglichen Neuronen des Nucl. mediodorsalis und der ventralen Kerne VPM und

VPL und in den lateralen Thalamuskernen, dem Nucl. centromedianus und dem Nucl. reticularis

von mittlerer Stärke.

Diese Aufteilung spiegelt sich auch im Nachweis der GABAB2 mRNA, jedoch auf niedrigerem

Niveau wieder: die Neurone des Nucl. mediodorsalis, des VPM und VPL zeigten mittlere und die

der übrigen Kerngebiete schwächere Expression.

Die GAD67 mRNA fand sich im Thalamus ausschließlich in kleineren Zellen (Ø 5-7 m) sowie den

Neuronen des Nucl. reticularis.

Cerebellum

Die stärkste Expression von GABAB1 Transkripten unter allen untersuchten Zellarten im Gehirn

des Menschen fand sich in den Purkinjezellen des Kleinhirns. Körnerzellschicht und Golgizellen

zeigten hingegen, wie auch die Stern- und Korbzellen der Molekularzellschicht und die Neurone

des Nucl. dentatus mittlere Dichten von Silberkörnern.

In der Purkinjezellschicht konnte, insbesondere in Dunkelfeldbeleuchtung, ein durchgehendes

Band an Grains beobachtet werden, welches sich nicht bestimmten thioningefärbten Zellen

zuordnen lies. Der Ausschluß anderer hier vorkommender Neurone als Quelle dieser Expression

und dessen typisches Verteilungsmuster lassen den Schluss zu, dass es sich hierbei um den

Nachweis von GABAB1pan mRNA in der Bergmann-Glia handelt. Messungen über der weißen
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Substanz ergaben fraglich positive Werte, welche aber nicht oligodendrocytärem Ursprungs

waren.

GABAB2 mRNA fand sich ebenfalls in starker Ausprägung in den Purkinjezellen. Für die anderen

(oben aufgeführten) Neurone und Interneurone des Cerebellums fanden sich niedrige

Signalstärken. Eine Expression, die sicher der Bergmann-Glia zuzuordnen wäre, konnte nicht

beobachtet werden. Die Graindichte in der weißen Substanz wies jedoch auf eine schwache gliale,

wenn auch nicht-oligodendrocytäre Expression von GABAB2 mRNA hin.

GAD67 mRNA ließ sich in den Purkinje- und Golgizellen sowie den neuronalen Zellen der

Molekularzellschicht deutlichst nachweisen.
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Abb. 4.7. Emulsions-Autoradiografien der Expression von GABAB1 (A), GABAB2 Rezeptor (B) und
GAD67 (C) mRNA im präfrontalen Cortex. Die abgebildeten Zellen sind die kleinen Neurone der
Lamina I (LI), die Pyramidenneurone der Lamina II, III und V (LII, LIII, LV), die Sternzellen der
Lamina IV (LIV) und die spindelzelligen Neurone der Lamina VI (LVI). Zudem sind Interneurone mit
abgebildet, welche in (C) durch ihre starke GAD67 Expression auffallen.
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Abb. 4.8. Emulsions-Autoradiografien der Expression von GABAB1 (A), GABAB2 Rezeptor (B) und
GAD67 (C) mRNA im Hippocampus. Dargestellt sind die Körnerzellen des Gyrus dentatus (DG),
Pyramidenzellen der Regionen 4-1 im Ammonshorn (CA4-1), Pyramidenneuronen des Subiculums
(Sub), Interneuron des Stratum oriens der CA1-Region (StO) sowie der polymorphen Schicht des
Gyrus dentatus (PL).
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Abb. 4.9. Emulsions-Autoradiografien der Expression von GABAB1 (A), GABAB2 Rezeptor (B) und
GAD67 (C) mRNA in den Basalganglien. Abgebildet sind die mittelgroßen Zellen (CPu-m) und die
großen Interneurone (CPu-IN) im Putamen, die melaninhaltigen Neurone der Substantia nigra (SN)
sowie Neurone des Nucl. ruber (NR).
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Abb. 4.10. Emulsions-Autoradiografien der Expression von GABAB1 (A), GABAB2 Rezeptor (B) und
GAD67 (C) mRNA in den vorherrschenden Neuronen des Nucl. mediodorsalis (MD), den ventralen
Kerngruppen (VN) und des Nucl. reticularis (RN) des Thalamus.
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Abb. 4.11. Emulsions-Autoradiografien der Expression von GABAB1 (A), GABAB2 Rezeptor (B) und
GAD67 (C) mRNA im Cerebellum. Zwischen der Körnerzellschicht (GCL) und der
Molekularzellschicht (ML) liegen die Purkinje- (PC) und Golgizellen (GoC).
In (D) sind Neurone des Nucl. dentatus abgebildet. (E) zeigt die Regionen von (A) bzw. (B) in
geringerer Vergrößerung und im Dunkelfeld, wodurch die unterschiedlichen Signalintensitäten
deutlicher hervortreten.
Die Pfeile in (A) und (E) zeigen auf ein bandförmiges Signal in der Purkinjezellschicht, dem Ort der
Bergmann-Glia (welche mit Thionin nicht angefärbt werden kann).
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Transkript

Region

GABAB1

mRNA
GABAB2

mRNA
GAD67
mRNA

Prefrontaler Cortex

Lamina I + + (+)/0*
Lamina II (Pyramidenzellen) + + +

Lamina III (Pyramidenzellen) + + +
Lamina IV (Sternzellen) + + 0
Lamina V (Pyramidenzellen) ++ + +
Lamina VI (Spindelzellen) ++ + (+)
weiße Substanz (+) 0 0

Hippocampale Formation

Gyrus dentatus (Str. granulare) ++ + ++
CA4 (Str. pyramidale) + + (+)

CA3 (Str. pyramidale) ++ + 0
CA1 (Str. pyramidale) ++ + 0
Subiculum (Pyramidenzellen) ++ + 0
entorhinaler Cortex 
(Pyramidenzellen)

++/+* + 0

Basalganglien

Nucl. caudatus und Putamen

kleine Zellena + 0 ++++/0*
mittelgroße Zellena ++ (+) ++++/0*
große Interneurone ++ (+) ++++

Globus pallidus

mittelgroße Zellena + + ++++/++*
große Interneurone ++ + +++

Substantia nigrab ++ ++ 0

Nucl. ruber + + 0

Thalamus (größere Zellen>15 m)

Nucl. mediodorsalis +++ ++ 0
Nucl. centromedianus ++ + 0

ventrale Nuclei (VPM, VPL) +++ ++ 0
Nucl. reticularis ++ + ++++
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Transkript
Region

GABAB1

mRNA
GABAB2

mRNA
GAD67
mRNA

Cerebellum

Körnerzellen ++ + 0
Purkinjezellen ++++ +++ ++++
Golgizellen ++ + ++++/++*

Bergmann-Gliac + 0 0
Sternzellen ++ + +++
Korbzellen ++ + +++
Nucl. dentatus ++ +

weiße Substanz + (+) 0

Tab. 4.1. Semiquantitative Übersicht zur zellulären Expression von GABAB1 und GABAB2 Rezeptor
sowie GAD67 mRNA in den untersuchten Hirnregionen:
0, nicht nachweisbar, 0-10‰; (+) , fraglich schwach, 10-20‰; + , schwach, 21-83‰;
++ , mäßig 84-155‰ ; +++ , stark, 156-228‰; ++++ , sehr stark >229‰ der Zellfläche ist von Grains
bedeckt.

a „Zellen” steht hier für Neuronen/Interneuronen, nicht für Gliazellen.
b nur über dem melaninfreien Anteil der Neuronen war eine Messung möglich.
c nicht messbar, da keine Thionin-färbbaren Zellkörper vorliegen; Angabe abgeschätzt.
* Subpopulationen mit unterschiedlichem Expressionsniveau.
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4.2. Expression der mRNA von Splice-Varianten der GABAB Rezeptoren

4.2.1. Semiquantitative Autoradiografie der GABAB1 Rezeptor mRNA Splice-

Varianten

Cerebraler Cortex (PFC und ACC)

Im präfrontalen (PFC) und anterioren cingulären Cortex (ACC) folgte die laminierte Expression

von mRNA der Varianten GABAB1A, GABAB1B und GABAB1C-hum im Muster dem Signal der

GABAB1pan Sonde, mit einer Betonung der Expression in der Lamina II und den oberen Anteilen

der Lamina V und VI.

Das stärkste Signal fand sich in den cortikalen Autoradiografien der GABAB1B mRNA; von

mittleren Signalintensitäten waren die Expressionsmuster von GABAB1A mRNA und von

schwächerer Ausprägung die der GABAB1C-hum mRNA. Ein sicherer Nachweis über die Existenz

der GABAB1E mRNA im humanen Cortex konnte densitometrisch nicht erbracht werden (Abb.

4.12., 4.17.).

Hippocampale Formation

Auch in diesen Strukturen ließen sich mittlere bis hohe Messwerte für die Transkripte von

GABAB1A, GABAB1B und GABAB1C-hum mRNA erzielen. Das Stratum granulare des Gyrus dentatus

erwies sich für die Varianten GABAB1A-C als Region der jeweils höchsten Expression im

Hippocampus. Auch für die GABAB1E Isoform konnte hier ein schwaches Signal detektiert

werden. Die Regionen 4-1 des Ammonshorns, das Subiculum und der Entorhinale Cortex wiesen

für alle GABAB1 Splice-Varianten ein jeweils im Vergleich zur Körnerzellschicht des Gyrus

dentatus niedrigeres Hybridisierungssignal auf (Abb. 4.13., 4.17.). Dieses war allerdings für die

Variante GABAB1E von einer verhältnismäßig hohen Standardabweichung bei insgesamt äußerst

niedrigen Werten gekennzeichnet (z.B. im Stratum pyramidale der CA3-Region 1,94 nCi/g ± 1,62

SD) und ist somit nicht sicher als positiv anzusehen.

Basalganglien

Im Nucleus caudatus und im Putamen ließen sich autoradiografisch mittlere Signalintensitäten

für die GABAB1B mRNA und niedrigere für die GABAB1A und GABAB1C-hum mRNA ermitteln. Der

Globus pallidus wies lediglich für die GABAB1B mRNA eine deutliche Expression auf (Abb. 4.14.,

4.17.). In den Präparaten des oberen Hirnstamms konnte für die Substantia nigra und den Nucl.

ruber eine mittlere Expression für GABAB1B sowie eine niedrige für GABAB1A mRNA festgestellt

werden. Für die GABAB1C-hum und GABAB1E mRNA Varianten ergab die Densitometrie keinen

sicheren Nachweis (Abb. 4.15., 4.17.).
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Thalamus

Für die untersuchten thalamischen Kerngebiete zeigte die Expression der GABAB1B mRNA ein

analoges Muster zur GABAB1pan Expression, bei um etwa ein Drittel verringerten Mengen. So

erzielte auch hier die Messung des Nucl. mediodorsalis thal. die höchsten Werte. Die mRNA-

Expression für GABAB1A Rezeptoren war gleichmäßig niedrig über dem Nucl. mediodorsalis thal.,

dem Nucl. lateralis posterior thal., den Nuclei ventralis posteriolateralis et posteriomedialis thal.,

dem Nucl. centromedianus thal. und dem Nucl. reticularis thal. verteilt. Die beiden anderen

GABAB1 Rezeptor Splice-Varianten konnten im Thalamus nicht signifikant nachgewiesen werden

(Abb. 4.15., 4.17.).

Cerebellum

Auch für die GABAB1A, GABAB1B und GABAB1C-hum mRNA stellte jeweils der Messwert über der

Körnerzellschicht des Kleinhirns das höchste Signal unter den gemessenen Regionen dar.

Deutlich schwächer fiel die Expression der GABAB1A und GABAB1B mRNA in der

Molekularzellschicht und dem Nucleus dentatus aus. In diesen Regionen waren Transkripte für

GABAB1C-hum nicht sicher autoradiografisch detektierbar, wie dies auch für die GABAB1E mRNA im

gesamten Cerebellum der Fall war (Abb. 4.16., 4.17.).
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Abb. 4.12. Film-Autoradiografien der Expression von GABAB1 Splice-Varianten mRNA (A-D) im
präfrontalen (PFC) und im anterioren cingulären Cortex (ACC). In den jeweiligen Einschüben ist in
stärkerer Vergrößerung (10x) die cortikale Schichtung der Hirnrinde des PFC dargestellt.
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Abb. 4.13. Film-Autoradiografien der Expression von GABAB1 Splice-Varianten mRNA (A-D) im
Hippocampus. Dargestellt ist der Gyrus dentatus (DG) mit seinem Stratum granulare (gl), Stratum
moleculare (ml) und der polymorphen Hilusregion (pl), das Ammonshorn mit seinen Regionen CA4-
CA1, welches sich in Stratum lacunare, moleculare und radiatum (lmr), das Stratum pyramidale (p)
und Stratum oriens (o) untergliedert. Daran schließt sich das Subiculum (Sub) und der entorhinale
Cortex (ECx) an.



Ergebnisse

58

Abb. 4.14. Film-Autoradiografien der Expression von GABAB1 Splice-Varianten mRNA (A-D) in den
Basalganglien. Neben dem Nucl. caudatus (Cau) und dem Putamen (Put) ist die Capsula interna (Ci)
und der Globus pallidus (GP) abgebildet.
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Abb. 4.15. Film-Autoradiografien der Expression von GABAB1 Splice-Varianten mRNA (A-D) im
Thalamus und oberen Hirnstamm. Abgebildet sind der Nucl. mediodorsalis thal. (MD), welcher nach
medial vom Ventrikel (V) begrenzt ist, der Nucl. lateralis dorsalis thal. (LD), der Nucl. lateralis post.
thal. (LP), die Nuclei ventralis posteriolateralis (VPL) et posteriomedialis thal. (VPM), der Nucl.
centromedianus thal. (CM) sowie der Nucl. reticularis thal. (R). Im Anschnitt des oberen Hirnstamms
ist der Nucl. ruber (NR) und die Substantia nigra (SN) enthalten.
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Abb. 4.16. Film-Autoradiografien der Expression von GABAB1 Splice-Varianten mRNA (A-D) im
Cerebellum. Deutlich abgrenzbar ist die Molekularzellschicht (ML) von der Körnerzellschicht (GCL).
In der weißen Substanz des Cerebellums ist der Nucl. dentatus (ND) in allen Präparaten
angeschnitten.
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Abb. 4.17. Semiquantitative Bestimmung der Expression der GABAB1 Splice-Varianten mRNA (A-D)
durch Densitometrie der Film-Autoradiografien. Die Messwerte sind um den unspezifischen
Hintergrund korrigiert und in nCi/g ± SEM dargestellt.

Abkürzungen:
LI-LVI: Lamina I-VI; DG: Gyrus dentatus; gr: Stratum granulosum; ml: Stratum moleculare; pl:
polymorphes Stratum; CA4-1: Regionen 4-1 des Ammonshorns; py: Stratum pyramidale; lmr:
Stratum lacunosum, moleculare et radiatum; Sub: Subiculum; EntCx: entorhinaler Cortex;
MD: Nucl. mediodorsalis thal., LP; Nucl. lateralis post. thal., VPL: Nucl. ventralis posteriolateralis;
VPM: Nucl. ventralis posteriomedialis thal., CM: Nucl. centromedianus thal.; R: Nucl. reticularis
thal.; Cau: Nucl. caudatus; Put: Putamen; GP: Globus pallidus; NR: Nucl. ruber; SN: Substantia
nigra; GCL: Körnerzellschicht; ML: Molekularzellschicht; DN: Nucl. dentatus; W: weiße Substanz.
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4.2.2. Zelluläre Expression der GABAB1 Rezeptor mRNA Splice-Varianten

Cerebraler Cortex (PFC und ACC)

Die jeweils vorherrschenden Neurone der cortikalen Schichten (Typ-1) exprimierten auf

niedrigem Niveau GABAB1A und GABAB1B mRNA, wobei für die letztere Variante die Werte etwas

höher lagen, aber immer noch als schwache Expression anzusehen sind. GABAB1C-hum mRNA lies

sich nur in den Pyramidenzellen der L.II und den Spindelzellen der L.VI zweifelsfrei detektieren.

Der zellulärer Nachweis von GABAB1E mRNA gelang im Cortex nicht. Die nicht-pyramidalen

kleineren Interneurone der Schichten II-VI zeigten für die Splice-Varianten der GABAB1A und

GABAB1B Rezeptoren ein schwaches Signal. Messungen über dem cortikalen Marklager ergaben

für diese beiden Transkripte keine sicher positiven Werte (Abb. 4.18., Tab. 4.2.).

Hippocampale Formation

Die Körnerzellen des Gyrus dentatus wie auch die Pyramidenneuronen der Regionen CA3-1

zeichneten sich, für die GABAB1A mRNA durch schwächere und für die GABAB1B mRNA durch

mittlere Signalstärken aus. Noch über der Nachweisgrenze lagen die Messwerte für die

Transkription der GABAB1C-hum Variante in den Pyramidenneuronen von Ammonshorn,

Subiculum und Entorhinalen Cortex und dem Stratum granulosum des Gyrus dentatus. In den

Körnerzellen des Gyrus dentatus gelang auch als einziges der spezifische Nachweis von GABAB1E

mRNA im Hippocampus (Abb. 4.19., Tab. 4.2.).

Basalganglien

Im Nucleus caudatus und Putamen waren die kleineren und mittelgroßen Zellen für die GABAB1B

mRNA am deutlichsten markiert, aber auch Transkripte der GABAB1A und GABAB1C-hum

Rezeptoren ließen sich in den größeren Zellen nachweisen. Für die Interneurone konnte ein

schwaches Signal mit der GABAB1A Sonde und ein mittleres mit der GABAB1B Sonde erzielt

werden. Die Neurone der Substantia nigra exprimieren die Varianten GABAB1A und GABAB1B, die

des Nucleus ruber zudem noch die GABAB1C-hum mRNA (Abb. 4.20., Tab. 4.2.).

Thalamus

Für GABAB1A und GABAB1B mRNA ergaben sich in den Neuronen und Interneuronen in den

untersuchten thalamischen Kerngebieten zumindest schwache Werte. Abweichend hiervon

exprimierten die mittelgroßen und größeren Zellen im Nucl. mediodorsalis (MD) und den

ventralen Kernen in starkem Ausmaß GABAB1B mRNA. Ebenfalls in Neuronen des MD konnte

auf schwachem Niveau GABAB1C-hum mRNA dargestellt werden. GABAB1E mRNA fand sich in

keinen Zellen des Thalamus (Abb. 4.21., Tab. 4.2.).
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Cerebellum

In den Purkinjezellen zeigt sich am deutlichsten der Unterschied in der Expression der einzelnen

GABAB1 Splice-Varianten: einem schwachen Signal für GABAB1A und fraglich niedrigen Werten

für die GABAB1C-hum und GABAB1E mRNA steht eine sehr starke Expression von GABAB1B mRNA

gegenüber. Ansonsten unterscheidet sich die cerebelläre Verteilung der GABAB1A und GABAB1B

mRNA nur noch durch die etwas höhere Werte von GABAB1B in den Golgizellen und das ebenfalls

bei diesem Transkript auftretende typische Bandmuster für die Bergmann Glia. Ein Nachweis

der GABAB1C-hum mRNA gelang in den Körnerzellen, den Golgizellen wie den Korbzellen, in

welchen auch alleinig GABAB1E mRNA sicher zu identifizieren war (Abb. 4.22., Tab. 4.2.).
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Abb. 4.18. Emulsions-Autoradiografien der Expression von GABAB1 Splice-Varianten mRNA (A-D) im
präfrontalen Cortex. Die abgebildeten Zellen sind die kleinen Neurone der Lamina I (LI), die
Pyramidenneurone der Lamina II, III und V (LII, LIII, LV), die Sternzellen der Lamina IV (LIV) und
die spindelzelligen Neurone der Lamina VI (LVI).
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Abb. 4.19. Emulsions-Autoradiografien der Expression von GABAB1 Splice-Varianten mRNA (A-D) im
Hippocampus. Dargestellt sind die Körnerzellen des Gyrus dentatus (DG), Pyramidenzellen der
Regionen 4-1 im Ammonshorn (CA4-1), Pyramidenneurone des Subiculums (Sub), Interneurone des
Stratum oriens der CA1-Region (StO) sowie der polymorphen Schicht des Gyrus dentatus (PL).
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Abb. 4.19. (Fortsetzung)
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Abb. 4.20. Emulsions-Autoradiografien der Expression von GABAB1 Splice-Varianten mRNA (A-D) in
den Basalganglien. Abgebildet sind die mittelgroßen Zellen (CPu-m) und die großen Interneurone
(CPu-IN) im Putamen, die melaninhaltigen Neurone der Substantia nigra (SN) sowie Neurone des
Nucl. ruber (NR).
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Abb. 4.21. Emulsions-Autoradiografien der Expression von GABAB1 Splice-Varianten mRNA (A-D) in
den vorherrschenden Neuronen des Nucl. mediodorsalis (MD), der ventralen Kerngruppen (VN) und
des Nucl. reticularis (RN) des Thalamus.
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Abb. 4.22. Emulsions-Autoradiografien der Expression von GABAB1 Splice-Varianten mRNA (A-D) im
Cerebellum. Zwischen der Körnerzellschicht (GCL) und der Molekularzellschicht (ML) liegen die
Purkinje- (PC) und Golgizellen (GoC). In (D) sind Neurone des Nucl. dentatus abgebildet. (E) zeigt die
Regionen von (A) bzw. (B) in geringerer Vergrößerung und im Dunkelfeld, wodurch die
unterschiedlichen Signalintensitäten deutlicher hervortreten.
Die Pfeile in (B) und (F) zeigen auf ein bandförmiges Signal in der Purkinjezellschicht, dem Ort der
Bergmann-Glia (welche mit Thionin nicht angefärbt werden kann).
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Transkript
Region

GABAB1A

mRNA
GABAB1B

mRNA
GABAB1C

mRNA
GABAB1E

mRNA

Prefrontaler Cortex

Lamina I + + (+) 0
Lamina II (Pyramidenzellen) + + + 0
Lamina III (Pyramidenzellen) + + (+) 0

Lamina IV (Sternzellen) + + 0 0
Lamina V (Pyramidenzellen) + + (+) 0
Lamina VI (Spindelzellen) + + + 0
weiße Substanz (+) (+) 0 0

Hippocampale Formation

Gyrus dentatus (Str. granulare) + ++ + +
CA4 (Str. pyramidale) + + (+) 0
CA3 (Str. pyramidale) + ++ + (+)

CA1 (Str. pyramidale) + ++ + (+)
Subiculum (Pyramidenzellen) + ++ + 0
entorhinaler Cortex 
(Pyramidenzellen)

+ ++ + 0

Basalganglien

Nucl. caudatus und Putamen

kleine Zellena (+) + (+) 0

mittelgroße Zellena + + + 0
große Interneurone + ++ (+) 0

Globus pallidus

mittelgroße Zellena + + 0 0
große Interneurone + + (+) 0

Substantia nigrab + + 0 0
Nucl. ruber + + + 0

Thalamus (größere Zellen>15 m)

Nucl. mediodorsalis + +++ + 0
Nucl. centromedianus + + 0 0
ventrale Nuclei (VPM, VPL) + +++ (+) 0
Nucl. reticularis + + (+) 0
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Transkript
Region

GABAB1A

mRNA
GABAB1B

mRNA
GABAB1C

mRNA
GABAB1E

mRNA

Cerebellum

Körnerzellen + + + (+)
Purkinjezellen + ++++ (+) (+)
Golgizellen + ++ + 0

Bergmann-Gliac 0 + 0 0
Sternzellen + + (+) 0
Korbzellen + + + +
Nucl. dentatus + + (+) 0

weiße Substanz (+) (+) (+) 0

Tab. 4.2. Semiquantitative Übersicht der zellulären Expression von GABAB1 Rezeptor Splice-
Varianten mRNA in den untersuchten Hirnregionen:
0, nicht nachweisbar, 0-10‰; (+) , fraglich schwach, 10-20‰; + , schwach, 21-83‰;
++ , mäßig, 84-155‰ ; +++ , stark, 156-228‰; ++++ , sehr stark >229‰ der Zellfläche ist von Grains
bedeckt;

a „Zellen” steht hier für Neuronen/Interneuronen, nicht für Gliazellen.
b nur über dem melaninfreien Anteil der Neuronen war eine Messung möglich.
c nicht messbar, da keine Thionin-färbbaren Zellkörper vorliegen; Angabe abgeschätzt.
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4.2.3.  RT-PCR von ausgewählten GABAB Rezeptor mRNA Splice-Varianten

Diese Experimente wurden durchgeführt, um die mit der in situ Hybridisierung nur spärlich

nachzuweisende GABAB1E mRNA Expression durch eine zweite Methode zu validieren. Zudem

ergibt sich durch die RT-PCR eine alternative Möglichkeit zu überprüfen, ob die beschriebenen

GABAB2 mRNA Splice-Varianten im humanen ZNS vorkommen. Dies war von Bedeutung, da sich

das Design von Oligonukleotiden für eine in situ Hybridisierungsstudie zur Expression der

GABAB2 Splice-Varianten als schwierig erwies. Hierbei kam es durch die weitgehend homologen

Sequenzen dieser Varianten stets zu Kreuzhybridisierungen, da sich die Sonden teilweise nur in

wenigen Basenpaaren voneinander unterscheiden.

Mit den in der RT-Reaktionen gewonnenen cDNA-Proben aus den verschiedenen Hirnregionen

wurde zuerst eine PCR mit einem Primerpaar durchgeführt, welches in der Lage ist, unter

geeigneten Bedingungen anhand der Länge des Amplikons zwischen einer Expression von

GABAB1A, GABAB1B und GABAB1C-hum Rezeptor mRNA (571bp) und der von GABAB1E Rezeptor

mRNA (420bp) zu unterscheiden (vgl. Abb. 3.3.).

Eine Bande von etwa 570bp war in allen eingesetzten cDNA-Pools deutlich, eine etwa 420bp

lange Bande war schwach für das hippocampale und cerebelläre RNA-Isolat zu erkennen (Abb.

4.23.A).

In einer zweiten Versuchsserie wurde eine PCR mit dem Primerpaar „hGBR2abc sense/hGBR2ab

antisense“ angesetzt, welches unter Annahme der Existenz der drei beschriebenen GABAB2

mRNA Splice-Varianten zwei Banden von 552bp für die GABAB2A mRNA und von 474bp für die

GABAB2B mRNA erbringen müsste. Für einen weiteren Ansatz mit dem Primerpaar „hGB2abc

sense/hGB2c antisense“ würde eine Bande von 632bp die Existenz einer GABAB2C mRNA

Variante nahelegen (vgl. Abb. 3.4.)

Für das erste Primerpaar wurde eine starke Bande (für alle Hirnregionen) von etwa 550bp Länge

erzeugt, was für die Expression von GABAB2A und gegen die von GABAB2B mRNA sprach (Abb.

4.23.B). Die PCR mit dem zweiten Primerpaar ergab eine starke Bande von ca. 710bp Länge.

Eine für GABAB2C spezifische Bande konnte (632bp) konnte nicht nachgewiesen werden (Abb.

4.23.C).
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Abb. 4.23. RT-PCR von RNA-Isolaten aus Cortex- (1), Hippocampus- (2), Basalganglien- (3),
Thalamus- (4) und Kleinhirn- (5) Präparaten für den Nachweis der GABAB1A und GABAB1E mRNA (A)
GABAB2A bzw. GABAB2B mRNA (B) und GABAB2C mRNA (C).
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4.3. GABAB1 und GABAB2 Rezeptor-Immunoreaktivität

Cerebraler Cortex

Starke Immunoreaktivität für GABAB1 Rezeptoren konnte in vereinzelten kleineren Zellen der

Lamina I-VI beobachtet werden. Eine mittlere Anfärbung wiesen die Pyramidenneurone der

Laminae II, III und V, die Sternzellen (L.IV) und die fusiformen Neurone der Schicht VI auf. Die

Pyramiden der Lamina II und V waren hierbei nicht einheitlich immunoreaktiv, vielmehr

konnten eher apikale cytoplasmatische Bereiche von stärkerer Farbintensität beobachtet werden.

Das cortikale Neuropil war von schwächerer Antigenität für GABAB1, wobei in Lamina I sich

Fasern äußerst stark anfärben ließen.

In mit Antikörpern gegen GABAB2 Rezeptoren inkubierten cortikalen Gewebeschnitten ließen

sich die kleineren Zellen in allen Laminae, die Pyramiden der LII und V sowie die Neurone der

Lamina VI stark anfärben. Dagegen war die Immunoreaktivität für die Sternzellen und

Pyramidenzellen der III. Schicht von mittlerer Stärke. Etwas heller zeichnete sich das Neuropil

ab, welches jedoch in den unteren beiden Schichten von kleinscholligeren, stärkeren Anfärbungen

und in den oberen beiden Laminae zudem noch mit dünnen stark gefärbten Fasern durchzogen

war (Abb. 4.24.).

Hippocampale Formation

In den Körnerzellen des Gyrus dentatus lag die, an den Nachweis von GABAB1-

Immunoreaktivität gekoppelte Farbreaktion in geringer Ausprägung vor. Die Pyramidenneurone

des Ammonshorns wie des Subiculums ließen sich mäßig anfärben. Die diese Zellen direkt

umschließende Matrix war schwach, das Neuropil des Stratum moleculare des Gyrus dentatus

wie auch des Stratum lacunosum und moleculare der CA-Regionen erschien etwas deutlicher

reaktiv. Der Entorhinale Cortex ist bestimmt von schwach-immunoreaktiven Faserbereichen, von

denen sich stärker gefärbte Pyramidenneuron abheben (Abb. 4.25.A).

Deutlich stärker stellte sich die Farbintensitäten für den Nachweis von GABAB2 Rezeptor-

Proteinen dar. Hier wiesen alle Körnerzellen des Gyrus dentatus und die Pyramidenzellen der

hippocampalen Formation starke Anfärbbarkeit auf. Vereinzelt zeichneten sich kleinere stärker

immunoreaktive Neuronen vom ebenfalls mäßig reaktiven Neuropil ab (Abb. 4.25.B). Im Stratum

moleculare der CA1-Region zeichneten sich stark GABAB1- wie auch GABAB2-immunoreaktive

weitverzweigte große Astrocyten ab. (Abb. 4.25.C)

Basalganglien

GABAB1-Immunoreaktivität konnte in schwacher Form für die kleineren und in mittlerer Stärke

vereinzelt in mittelgroßen Zellen des Nucleus caudatus und des Putamen dargestellt werden.

Ebenso mittelgradig angefärbt imponierten die großen Interneurone des Putamen und des Globus
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pallidus. In diesem Kern konnten mittelgroße gefärbte Neurone beobachtet werden, welche in

etwa einem Drittel der Fälle ein Netz aus stark immunoreaktiven Pünktchen umgibt.

Im Gegensatz zur GABAB1-Immunoreaktivität konnten mit dem Antikörper gegen GABAB2

Rezeptoren im Nucleus caudatus und Putamen nur die großen Interneurone angefärbt werden.

Der von Zellkörpern freie Bereich ist im Striatum nur schwach immunoreaktiv für die GABAB1

wie auch die GABAB2-Proteine. Von starker Ausprägung für beide Rezeptoren war die

Immunoreaktivität der Neurone in der Substantia nigra und in mäßiger Form im Nucleus ruber

(Abb. 4.26.).

Thalamus

Zellen mittlerer Größe zeigten eine einheitliche mittlere und die größeren Neurone des Thalamus

in allen mikroskopierten Arealen starke GABAB1-Proteinexpression. Diese war an der

Zellmembran betont und erstreckte sich oft auch in erste dendritische Ausläufer. Einschränkend

sei hierzu bemerkt, dass die spindelförmigen Neurone des Nucleus reticularis deutlich schwächer

anfärbbar waren. Das Neuropil erwies sich in der Fläche als nur schwach immunoreaktiv für die

GABAB1 Rezeptoren, bildete aber vor allen im Nucleus mediodorsalis feine, stark reaktive Netze

um die größeren Neurone. Von gleicher Stärke und in identischen Zellpopulationen stellte sich

der immunhistochemische Nachweis der GABAB2 Rezeptor dar, wobei die Neurone des Nucl.

reticularis hier starkes Färbeverhalten zeigten (Abb. 4.27.).

Cerebellum

Die Antikörper für die Detektion der GABAB1 und GABAB2 Rezeptor-Proteine erbrachten in

beiden Fällen stärkste Farbreaktionen in den Purkinjezellen, wobei die im Schnitt noch

enthaltenen Anteile des Dendritenbaums dieser Zellen sich ebenso stark reaktiv zeigten. Die

Körnerzellschicht stellte sich im Vergleich hierzu schwächer, aber immer noch mäßig färbbar,

dar. Für die GABAB1-Immunoreaktivität soll noch erwähnt werden, dass hier verteilte Cluster

von Körnerzellen stärker als die sie umgebenden Zellen gleicher Art hervortraten. Etwas

dunkler, d.h. reaktiver, konnten Golgizellen identifiziert werden. Die Zellen der

Molekularzellschicht konnten nur aufgrund ihrer Form, nicht aber durch Kontrastierung gegen

das durchaus kräftig gefärbte Neuropil identifiziert werden. In der Purkinje- und der

Molekularzellschicht konnte unter Verwendung des GABAB1-Antikörpers stark gefärbte Fasern

beobachtet werden. Diese umspinnen entweder das Purkinjezellsoma oder durchziehen die

Molekularzellschicht. Auch in Nachbarschaft zu den Purkinjezellen konnten GABAB1-

immunoreaktive kleinste (2-4 m) Zellkörper ausgemacht werden, welche der Bergmann-Glia

zuzuordnen sind.

Die Neurone des Nucleus dentatus exprimieren beide GABAB Rezeptoren in deutlicher Form. In

Anlehnung an die Beobachtungen im Hippocampus konnten im Kleinhirn vereinzelt kleinere, für

beide Rezeptoren positive Astroglia sowie GABAB1-immunoreaktive Bergmann-Glia identifiziert

werden.
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Abb. 4.24. Nachweis von GABAB1 (A), GABAB2

(B) Rezeptor-Immunoreaktivität (grau-schwarz)
im präfrontalen Cortex. Die primären Neuronen
aller sechs Schichten des PFC weisen für beide
Antikörper eine mittlere bis stärkere Färbung
auf.
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Abb. 4.25. Nachweis von GABAB1 (A) und GABAB2 (B) Rezeptor-Immunoreaktivität (grau-schwarz)
im Hippocampus. Abgebildet sind die Körnerzellen des Gyrus dentatus (DG), Pyramidenzellen der
Regionen 4-1 im Ammonshorn (CA4-1), Pyramidenneurone des Subiculums (Sub), Interneurone des
Stratum oriens der CA1-Region (StO) sowie der polymorphen Schicht des Gyrus dentatus (PL).
Auch in der Astroglia konnte starke Immunoreaktivität gegen GABAB1 und GABAB2 Rezeptor-
Proteine beobachtet werden (C).
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Abb. 4.27. Nachweis von GABAB1 (A), GABAB2

(B) Rezeptor-Immunoreaktivität (grau-schwarz)
in den Zellen des mediodorsalen (MD) und
ventralen (VN) Thalamus sowie dem Nucl.
reticularis thal. (RN).

Abb. 4.26. Nachweis von GABAB1 (A), und
GABAB2 (B) Rezeptor-Immunoreaktivität (grau-
schwarz) in den kleineren (CPu-k) und
mittelgroßen (CPu-m) Zellen und den großen
Interneuronen (CPu-IN) des Nucl. caudatus bzw.
Putamen sowie der Substantia nigra (SN) und
des Nucl. ruber (NR). Melaninhaltige Pigmente
der Zellen erscheinen hier bräunlich-rot.
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Abb 4.28. Nachweis von GABAB1 (A) und GABAB2 (B) Rezeptor-Immunoreaktivität (grau-schwarz) im
Cerebellum. Zwischen Körnerzellschicht (GCL) und Molekularzellschicht (ML) befinden sich die
Purkinjezellen (PC) und Golgizellen (GoC). Die GABAB1 Rezeptor-immunoreaktive Bergmann-Glia ist
mit Pfeilen gekennzeichnet (A).
In (C) ist ein Kontrollschnitt ohne Zugabe eines primären Antikörpers abgebildet, was zu einer nur
sehr schwachen unspezifischen Farbreaktion führte. In (D) sind immunoreaktive Neurone im Nucl.
dentatus (ND) des Kleinhirns für GABAB1 und GABAB2 Rezeptoren dargestellt.
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4.4.  [35S]GTP S-Bindung an GABAB Rezeptoren

Diese Experimente wurden durchgeführt um die Existenz funktionell gekoppelte Dimere von

GABAB Rezeptoren nachzuweisen. Dies ist, bedingt durch die Methode nur möglich wenn der

relativ hohe unspezifische Spontanumsatz an G i/o-Protein-gekoppelten Rezeptoren in die

Berechnung des Ergebnisses einfließt. Wie in den Einschüben in Abb. 4.29.A-E deutlich zu

erkennen ist, sind diese unspezifischen, d.h. nicht an eine spezifische Rezeptorstimulation

gebundenen Basalsignale je nach Hirnregion stark unterschiedlich ausgeprägt. So zeigen

cortikale und hippocampale Strukturen im Vergleich zu den anderen untersuchten Hirnregionen

einen wesentlich höheren Basalwert. Wie bereits unter 3.6. erläutert wurde, werden deshalb die

Ergebnisse von [35S]GTP S-Bindungsassays als %Stimulation über der Basalaktivität dargestellt.

Aus der Literatur (Sim und Childers 1997; Happe et al. 2000) und eigenen Beobachtungen kann

eine Abweichung von mehr als 10% unter den gegebenen Versuchsbedingungen als sicher

spezifischer Umsatz an G i/o-Protein-gekoppelten Rezeptoren angesehen werden.

Über allen Laminae des präfrontalen Cortex konnten robuste Stimulationen an GABAB

Rezeptoren erzeugt werden. Hierbei ist diese deutlicher in der II. und III. Schicht nachweisbar.

Der anteriore cinguläre Cortex unterschied sich vom präfrontalen Cortex nicht wesentlich in

seiner [35S]GTP S-Bindung.

Interessanterweise konnten im Hippocampus die höchsten Werte über dem relativ zellarmen

Stratum moleculare des Gyrus dentatus gemessen werden. Die zellreicheren Bereiche des

Stratum granulosum und der Pyramidenzellen des Ammonshorns und des Subiculums zeigten

hingegen einen niedrigeren, aber immer noch deutlichen G i/o-Protein-Umsatz. Der Entorhinale

Cortex konnte durch R-Baclofen stärker, d.h. zu annähernd 100% über den Basalwert stimuliert

werden.

Im Thalamus konnte eine deutliche funktionelle Kopplung an GABAB Rezeptoren nur im Nucl.

mediodorsalis und schwächer ausgeprägt im Nucl. lateralis post. gemessen werden. Der

centromediane Nucleus und die ventralen Nuclei zeigten keine Kopplung.

Ähnlich stellten sich die Ergebnisse in den untersuchten Bereichen der Basalganglien dar, deren

Stimulation den 10%-Unschärfebereich nicht überschreiten konnte.

Im Cerebellum schließlich konnte mit dem [35S]GTP S-Bindungsassays in der Körnerzellschicht

eine schwache und über der Molekularzellschicht eine sehr hohe Stimulation (160%) erzeugt

werden. Die Messung über dem Nucleus dentatus ergab keine und über mehreren Feldern der

cortikalen und cerebellären weißen Substanz einen grenzwertig positiven Befund (Abb. 4.29.,

4.30.).
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Abb. 4.29. Durch R-Baclofen (1mM) stimulierte [35S]GTP S-Bindung an GABAB Rezeptoren
(A) im präfrontalen (PFC) und anterioren cingulären Cortex (ACC),
(B) in der hippocampalen Formation mit Gyrus dentatus (DG) und seinem Stratum granulare (gl),
Stratum moleculare (ml) und der polymorphen Hilusregion (pl), dem Ammonshorn mit seinen
Regionen CA4-CA1, welches sich in Stratum lacunare und moleculare (lm) und Stratum radiatum (r),
das Stratum pyramidale (p) und Stratum oriens (o) untergliedert, dem Subiculum (Sub) und dem
entorhinalen Cortex (ECx),
(C) im Striatum mit Nucl. caudatus (Cau), Putamen (Put), Capsula interna (Ci) und Globus pallidus
(GP),
(D) im Thalamus mit Nucl. mediodorsalis thal. (MD), Nucl. lateralis dorsalis thal. (LD), Nucl.
lateralis post. thal. (LP), Nuclei ventralis posteriolateralis (VPL) et posteriomedialis thal. (VPM),
Nucl. centromedianus thal. (CM) und Nucl. reticularis thal. (R)
und oberen Hirnstamm mit Nucl. ruber (NR) und Substantia nigra (SN),
(E) im Kleinhirn mit Molekularzellschicht (ML), Körnerzellschicht (GCL) und dem Nucl. dentatus
(ND).
Die Einschübe in (A-E) zeigen einen Schnitt unter basalen Versuchsbedingungen (d.h. ohne Zugabe
eines Agonisten).
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Abb. 4.30. Quantitative Bestimmung der [35S]GTP S-Bindung an GABAB Rezeptoren durch
Densitometrie von den Film-Autoradiografien. Die Stimulation wurde mit 1,0 mM R-Baclofen
durchgeführt. Die Messwerte sind als Abweichung vom Basalwert in % dargestellt (± SEM). Grau
unterlegt ist der ±10% Bereich.

Abkürzungen:
LI-LVI: Lamina I-VI; DG: Gyrus dentatus; gr: Stratum granulosum; ml: Stratum moleculare; pl:
polymorphes Stratum; CA4-1: Regionen 4-1 des Ammonshorns; py: Stratum pyramidale; lm: Stratum
lacunosum et moleculare; r: Stratum radiatum; Sub: Subiculum; EntCx: entorhinaler Cortex;
MD: Nucl. mediodorsalis thal., LP; Nucl. lateralis post. thal., VPL: Nucl. ventralis posteriolateralis;
VPM: Nucl. ventralis posteriomedialis thal., CM: Nucl. centromedianus thal.; R: Nucl. reticularis
thal.; Cau: Nucl. caudatus; Put: Putamen; GP: Globus pallidus; NR: Nucl. ruber; SN: Substantia
nigra; GCL: Körnerzellschicht; ML: Molekularzellschicht; DN: Nucl. dentatus; W: weiße Substanz.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde die mRNA- und Protein-Expression von GABAB Rezeptoren in

humanem Gehirngewebe auf der makroskopischen wie auch der mikroskopischen Ebene

untersucht. Im Einzelnen erstreckte sich dies auf den qualitativen und semiquantitativen

Nachweis von mRNA der GABAB1 und GABAB2 Rezeptoren und deren Splice-Varianten durch in

situ Hybridisierung und bei ausgewählten Fragestellungen durch RT-PCR sowie dem

immunhistochemischen Nachweis der GABAB1 und GABAB2 Rezeptor-Proteine.

Die Bildung eines funktionellen GABAB Rezeptors setzt die Koexpression und Dimerisierung

eines GABAB1 Rezeptors mit einem GABAB2 Rezeptor voraus (s. 1.3.), weshalb zur Lokalisation

dieser funktionellen Rezeptor-Dimere zusätzlich ein autoradiografischer [35S]GTP S-

Bindungsassay zur Anwendung kam. Mit diesem Verfahren wird nicht nur die Bindung eines

GABAB Rezeptor-Agonisten an seine Bindungsstelle, sondern auch deren Vorliegen als G i/o-

gekoppeltes GABAB1/GABAB2 Rezeptor-Dimer nachgewiesen. Der [35S]GTP S-Bindungsassay ist

in seiner autoradiografischen Form (unter den hierzu nötigen Versuchsbedingungen) bislang nur

zum Nachweis von G i/o-gekoppelten Rezeptoren einsetzbar. Da andere G-Proteine, z.B. G s im

Vergleich zu G i- oder G o- Proteinen unter den hier verwendeten Assay-Bedingungen eine

wesentlich geringeren GTPase-Aktivität besitzen unterbleibt hier größtenteils eine Reaktion mit

[35S]GTP S (Sim und Childers 1997).

Jenseits der hier präsentierten Daten liegt im Sinne einer die Gehirnregionen übergreifenden

Übersicht nur eine Publikation zur Verteilung der GABAB Rezeptoren im Gehirn des Menschen

vor. In dieser wurde immunhistochemisch die Expression der GABAB1 und GABAB2 Rezeptor-

Proteine untersucht (Billinton et al. 2000a). Bei dieser Untersuchung konnte GABAB1 Rezeptor-

Immunoreaktivität nur in Neuronen des Thalamus, des Hippocampus, dem Globus pallidus und

den cortikalen Laminae III und IV nachgewiesen werden, wobei in der hier vorliegenden Arbeit

darüberhinaus auch die übrigen cortikalen Pyramidenzellen und die Neurone des Striatums

anfärbbar waren. Noch seltener wurden bei Billinton et al. (2000a) GABAB2 Rezeptor-

immunopositive Zellen beobachtet. Es konnte, im Gegensatz zu den hier vorgestellten

Ergebnissen, die Expression von GABAB2 Rezeptor-Protein weder in den cortikalen

Pyramidenzellen, noch in den Neuronen des Nucl. mediodorsalis thal. und den gesamten

Basalganglien belegt werden. Das Cerebellum zeigte in der erwähnten Publikation ähnliche, aber

dennoch deutlich schwächere Immunoreaktivität für beide GABAB Rezeptoren, als dies hier

beobachtet werden konnte. Die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen dem hier durchgeführten

immunhistochemischen Nachweis und den bisher puplizierten Daten bestehen demnach in einer

generell schwächeren oder keiner immunoreaktiven Anfärbbarkeit von Neuronen bei Billinton et

al. (2000a). Diese geringere Sensitivität könnte in einer stärkeren Fixierung des Gewebes

(Perfusionsfixation) bei gleichzeitiger Verwendung von niedrigen Antikörperkonzentrationen

durch Billinton et al. (2000a) begründet sein.
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5.1. GABAB Rezeptoren im Gehirn des Menschen - Lokalisation,

funktionelle Aspekte und pathophysiologische Bedeutung

5.1.1. Cerebraler (präfrontaler und anteriorer cingulärer) Cortex

Verteilung und funktionelle Aspekte der GABAB Rezeptoren im cerebralen Cortex

Cortikale Afferenzen sind hauptsächlich glutamaterger Natur, während in den intracortikalen

Bahnsystemen GABA der vorherrschende Botenstoff ist.

GABAerge cortikale Transmission an GABAB Rezeptoren findet postsynaptisch durch eine

Steigerung der K+-Leitfähigkeit statt und führt zur Bildung der langsamen postsynaptischen

inhibitorischen Potentiale (IPSPB; Übersichten in Misgeld et al. 1995; Deiß 1997). Diese

postynaptische Inhibition konnte jüngst an den Synapsen von Neurogliaformzellen

(Interneuronen in der L.III) mit Dendriten von Pyramidenneuronen durch Einzellzellableitungen

belegt werden (Tamás et al. 2003).

Aktivierung von präsynaptischen GABAB Rezeptoren führt im Sinne einer negativen

Rückkopplung zur verminderten präsynatischen GABA-Ausschüttung; dies stellt sich

elektrophysiologisch in Form der Paired-Pulse-Depression (PPD) dar (Deiß und Prince 1989;

Davies und Collingridge 1993; Pitler und Alger 1994a, 1994b).

Betrachtet man die Expressionsmuster der mRNA und immunoreaktiven Proteine der GABAB

Rezeptoren im humanen präfrontalen wie auch im anterior-cingulärem Cortex so fällt eine

homogene Verteilung der GABAB1 und GABAB2 Rezeptoren in den Neuronen der einzelnen

Schichten auf. Dies ist unabhängig davon ob diese Zellen eine starke GAD67-Expression

aufwiesen und somit GABAerg sind, wie die verschiedenen Klassen von cortikalen Interneuronen

(Korbzellen, Neurogliaformzellen, Kandellaberzellen), oder nur schwach bzw. keine GAD67

mRNA-Expression aufwiesen, wie die Pyramiden- (Lamina II, III, V), Stern- (Lamina IV) und

Spindelzellen (Lamina VI). Ein quantitativer Unterschied zwischen dem neocortikalen

präfrontalen und dem periarchicortikalen cingulären Cortex konnte bezüglich der mRNA-

Distribution beider GABAB Rezeptoren nicht gezeigt werden.

In der R-Baclofen-induzierten Stimulation konnte eine deutliche [35S]GTP S-Bindung in allen

cortikalen Laminae gemessen werden, wodurch eine weitgehende Kolokalisation von GABAB1 und

GABAB2 Rezeptoren und deren intrazelluläre Kopplung an G i/o-Proteine anzunehmen ist.

Pathophysiologische Bedeutung der GABAB Rezeptoren im cerebralen Cortex

Kommt es im komplexen inhibitorischen System bei der Regulation der GABA-Ausschüttung

bzw. -Wiederaufnahme und bei den GABA-vermittelten Effekten an den GABA Rezeptoren zu

einem Ungleichgewicht und somit zur Störung der tonischen Inhibition, so kann dies zur Bildung

oder verstärkten Ausbreitung von Krampfpotentialen führen (Treiman 2001).

Während GABAB Rezeptoren postsynaptisch inhibitorisch wirken, terminiert deren

präsynaptische autorezeptive Wirkung die Ausschüttung von GABA und somit die Inhibition. Es
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kann demnach bei GABAB Rezeptor-vermittelten Mechanismen nicht generell von einer pro- oder

antikonvulsiven Wirkung gesprochen werden, vielmehr ist die Rezeptorlokalisation von

entscheidender Bedeutung (Sutor und Luhmann 1998). Dies zeigte sich auch in Ratten nach

Applikation von GABAB Rezeptor-Antagonisten, wodurch Krämpfe in cortikalen und limbischen

Strukturen ausgelöst, jedoch (thalamische) Absence-Anfälle unterdrückt wurden (Vergnes et al.

1997).

Durch elektrophysiologische Untersuchungen an epilepsiechirurgisch entnommenen humanen

cortikalen Operationspräparaten konnte Deiß (1999) zeigen, dass im Vergleich zu Slice-

Präparationen aus Rattenhirnen die meisten Neuronen einen Verlust an prä-, wie auch

postsynaptischer Aktivität der GABAB Rezeptoren aufwiesen. Demzufolge ist das epileptogene

Substrat auf Seiten der Pyramidenneuronen zu vermuten, da es hier zur merklichen

Verringerung des späten inhibitorischen postsynaptischen Potentials (IPSPB) kommt, wogegen

GABAerge Interneuronen durch stärkere (präsynaptische) GABA-Ausschüttung dieser

Disinhibition entgegenwirken.

Weitere Evidenz für eine pathogenetische Bedeutung von GABAB Rezeptoren in der

Epileptogenese erbrachten Untersuchungen an Knockout-Mäusen, denen das GABAB1 Rezeptor-

Gen fehlt (Prosser et al. 2001; Schuler et al. 2001). Diese zeigten täglich mehrmals Episoden von

klonischen Krämpfen, seltener tonisch-klonische oder Absence-Anfälle.

Erst kürzlich wurde der Zusammenhang zwischen einem GABAB1 Rezeptor-Polymorphismus

(G1465A auf Exon 7) mit EEG-Veränderungen bei gesunden Probanden (Winterer et al. 2003)

und eine signifikante Häufung dieses GABAB1 Rezeptor-Polymorphismus in einem Kollektiv von

Patienten mit Temporallappen-Epilepsie (TLE) festgestellt (Gambardella et al. 2003). Da dieser

Polymorphismus zu einer abweichenden Aminosäure in der extrazellulären Domäne des GABAB1

Rezeptor-Proteins führt, wodurch die GABA-Bindungsstelle verändert sein könnte, erscheint eine

Beteiligung dieser GABAB1 Rezeptor-Variante an der Pathogenese der TLE plausibel.

Während der anti-spastische Wirkmechanismus des GABAB Rezeptor-Agonisten Baclofen (Ochs

et al. 1989, 1999; Campbell et al. 1995; Dressnandt und Conrad 1996; Dressnandt et al. 1997;

Krach 2001) im Rückenmark lokalisiert ist (Orsnes et al. 2000), trifft dies für die antinociceptive

Wirkung nur zum Teil zu. Tierversuche zeigten, dass die Baclofen-induzierte Antinociception auf

spinaler und supraspinaler Ebene vermittelt wird (Übersicht in Bowery et al. 2002; Balerio und

Rubio 2002). Da sich Schmerzempfinden aus einer sensorischen (spinal und supraspinal) und

affektiven Komponente zusammensetzt (supraspinal) stellt sich die Frage, ob GABAB Rezeptoren

auch an der supraspinalen affektiven Modulation der Analgesie mitwirken. Dies konnte jüngst

bestätigt werden, indem gezeigt wurde, dass die selektive Antagonisierung von GABAB

Rezeptoren im rostralen agranulären Inselcortex über Projektionen in die Amygdala

Hyperalgesie bewirkt (Jasmin et al. 2003).

Auch im GABAergen System im Gehirn von schizophrenen und bipolar-depressiven Patienten

konnten Veränderungen festgestellt werden. Deutliche Verringerung der GAD67-Expression im

prefrontalen Cortex zeigten sich in beiden Erkrankungen (Akbarian et al. 1995; Guidotti et al.

2000; Volk et al. 2000). Es wird angenommen, dass diese Veränderungen nicht pathogenetisch
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bedeutsam für beide Erkrankungen ist (Kalkman und Loetscher 2003), jedoch scheint die

niedrigere GAD67-Expression im Zusammenhang mit der psychotischen Komponente zu stehen,

da sie bei manisch-depressiven, nicht jedoch bei unipolar-depressiv Erkrankten zu beobachten

war (Guidotti et al. 2000). Bisher ist nur eine Studie zur GABAB Rezeptor-Expression im Gehirn

von Patienten, welche an Schizophrenie litten, publiziert worden. Hier wurde eine Abnahme der

GABAB1 Rezeptor-Immunoreaktivität im entorhinalen Cortex und der Lamina V des temporalen

Cortex beschrieben (Mizukami et al. 2002). Anzumerken ist hierbei jedoch, dass dieser Befund

auch in einem generellen Zellverlust begründet sein könnte, welcher im Hippocampus von

schizophrenen Patienten beobachtet wurde (Benes 1999).

5.1.2. Hippocampale Formation

Verteilung und funktionelle Aspekte der GABAB Rezeptoren im Hippocampus

Die Mechanismen der Lern- und Gedächtnisbildung im Hippocampus beruhen in erster Linie auf

glutamaterger Erregungsübertragung und Langzeitpotenzierung (Übersicht in Martin und

Morris 2002). Diese findet in den Prinzipalneuronen der hippocampalen Formation (Körnerzellen

des Gyrus dentatus und Pyramidenzellen des Ammonshorns) statt, die während des Lernens,

nach einer initialen starken Erregung im Verlauf abnehmende Aktivität zeigen. Dies wird auf

eine zunehmende Inhibition durch GABAerge Interneurone zurüchgeführt, an deren Ausprägung

neben den GABAA Rezeptoren auch die GABAB Rezeptoren maßgeblich mitwirken (Austin et al.

1989; Moser et al. 1994, 1996; Vizi und Kiss 1998).

In der hippocampalen Formation des Menschen sind GABAB1 und GABAB2 Rezeptoren

weitverbreitet. Die Expression von mRNA und immunoreaktivem Protein der GABAB Rezeptoren

konnte hier in nahezu allen Prinzipalneuronen des Gyrus dentatus, des Ammonshorns, des

Subiculums und in zahlreichen Interneuronen belegt werden. Am deutlichsten exprimierten die

Interneuronen vom horizontalen Typ im Stratum oriens der CA-Regionen und jene der

polymorphen Schicht des Gyrus dentatus die mRNA und die Proteine der GABAB1 und GABAB2

Rezeptoren.

Diese Interneurone vermitteln ihre Inhibition auf ein Prinzipalneuron, von dem sie selbst

aktiviert worden sind (Rückwärtshemmung) über Synapsen im Stratum moleculare des Gyrus

dentatus bzw. im Stratum moleculare et lacunosum des Ammonshorns (Baude et al. 1993;

Freund und Buzsáki 1996). Andere, den Prinzipalneuronen unmittelbar benachbarte

Interneurone, inhibieren jene Prinzipalneuronen bereits vor deren Erregung (Vorwärtshemmung;

Halasy und Somogyi 1993; Buhl et al. 1994).

Vergleicht man die Ergebnisse der Film-Autoradiografien für den Nachweis der GABAB1 und

GABAB2 Rezeptor-mRNA mit denen des [35S]GTP S-Assays im Gyrus dentatus und im

Ammonshorn, so fällt ein „inverses“ Muster auf: Die mRNA-Expression ist in den Schichten der

Prizipalneuronen vergleichsweise höher als im Stratum moleculare bzw. Stratum moleculare et

lacunosum, wohingegen sich dies für die Höhe der [35S]GTP S-Bindung nach Baclofen-

Stimulation umgekehrt verhält. Der Umsatz an funktionellen (G i/o-gekoppelten) GABAB
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Rezeptoren und ihr inhibitorischer Einfluss ist demnach an den Orten der Rückwärtsinhibition

höher.

Da sich die Rückwärtsinhibition stärker auf die Langzeitpotenzierung auswirkt als die

Vorwärtshemmung (Davies et al. 1991; Miles et al. 1996; Tsubokawa und Ross 1996), wird

hierdurch ein Einfluss der GABAB Rezeptoren auf dieses elektrophysiologische Korrelat von

Lernen und Gedächtnisbildung unterstrichen.

Der Effekt von GABAB Rezeptor- Stimulation auf Lernen und Gedächtnis wurde an Tiermodellen

untersucht und führte zu unterschiedlichen Ergebnissen; so konnten Gedächtniseinbußen

(Swartzwelder et al. 1987; Castellano et al. 1989; Castellano und McGaugh 1991; Stackman und

Walsh 1994; McNamara und Skelton 1996), aber auch Steigerung der Gedächtnisleistung

beobachtet werden (Georgiev et al. 1988; Saha et al. 1993). Für diese widersprüchlichen

Ergebnisse könnten differierende Applikationsorte und Dosen verantwortlich sein.

Elektrophysiologische Messungen und verhaltenspharmakologische Beobachtungen konnten

zeigen, dass die Langzeitpotenzierung im Hippocampus und die Lernleistung der Versuchstiere

von einer niedrigeren bis mittleren Dosis eines GABAB Rezeptor-Antagonisten (CGP35348)

profitieren. Bei diesen Dosen werden präferenziell die postsynaptischen Rezeptoren besetzt,

wobei weiterhin GABA präsynaptisch wirken kann und somit die weitere GABA-Ausschüttung

limitiert. Hierdurch wird eine die Langzeitpotenzierung fördernde Hemmung der Inhibition

bewirkt (Stäubli et al. 1999).

Pathophysiologische Bedeutung der GABAB Rezeptoren im Hippocampus

Untersuchungen an post mortem Hirngewebe von Demenzkranken vom Alzheimer-Typ ergaben

Abnahmen von GABAB Rezeptor-Bindungsstellen, bei erhaltener Affinität der verbliebenen

Rezeptoren im frontalen Cortex, Stratum moleculare des Gyrus dentatus und Stratum

pyramidale und moleculare et lacunosum der CA1-Region (Chu et al. 1987a, 1987b). Diese

Ergebnisse fügen sich in die oben bereits beschriebene besondere Rolle von GABAB Rezeptoren in

der Molekularzellschicht des Hippocampus bei der Gedächtnisbildung ein.

In Ergänzung zu den bereits oben dargestellten Pathomechanismen der Epilepsie sollen hierzu

noch die Befunde im Hippocampus erwähnt sein. So war im Hippocampus von Patienten mit

Temporallappen-Epilepsie ein Anstieg der Expression von GABAB1 Rezeptor mRNA und

–Bindungsstellen in den CA-Regionen und im Gyrus dentatus feststellbar (Billinton et al. 2001a,

2001b; Princivalle et al. 2002). Diese Befunde stellen wahrscheinlich die Reaktion auf die

kontinuierliche epileptiforme Aktivität in dieser Hirnregion dar, da sich ähnliche Änderungen in

Ratten nach intrahippocampaler Stimulation wie auch extracranial applizierten Elektroschocks

bezüglich der mRNA-Expression und GABAB1 Rezeptor-Bindungsstellen einstellten (Billinton et

al. 2000b; Francis et al. 2001).
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5.1.3. Basalganglien

Verteilung und funktionelle Aspekte der GABAB Rezeptoren in den Basalganglien

Glutamat ist der vorherrschende Neurotransmitter der cortico- und thalamo-striatalen

Afferenzen, wohingegen GABA die intrastriatale und die striatal-efferente Neurotransmission

dominiert (Parent und Hazrati 1995a, 1995b; Smith et al. 1998).

Während die Verteilung der GABAA Rezeptor-Untereinheiten ausführlich charakterisiert ist

(Waldvogel et al. 1999; Krampfl 2000; Petri et al. 2002), lag bis zu den hier durchgeführten

Untersuchungen nur die bereits erwähnte immunhistochemische Studie (Billinton et al. 2000a)

zur Verteilung der GABAB Rezeptoren in den humanen Basalganglien vor.

Die deutlichsten Unterschiede zwischen der Expression von GABAB1 und GABAB2 Rezeptor

mRNA in allen hier untersuchten Hirnregionen zeigten sich bei der Auswertung der Film-

Autoradiografien des humanen Striatums (Nucl. caudatus und Putamen).

In dieser Region war die GABAB1 mRNA insgesamt in mittlerer Ausprägung nachweisbar.

Zellulär stellte sich die striatale GABAB1 mRNA Expression in der überwiegenden neuronalen

Zellpopulation dar. Morphologisch konnten die kleineren und mittelgroßen Zellen im Striatum

jenseits dieser groben Klassifikation nicht weiter unterteilt werden. Jedoch war festzustellen,

dass gekennzeichnet durch ihre GAD67 Expression kleine und mittelgroße Zellen in eine

GABAerge, wie auch eine kleinere nicht-GABA produzierende Population unterschieden werden

konnten. Eine ebensolche Aufteilung konnte bezüglich der GABAB1 mRNA Expression nicht

beobachtet werden, woraus sich ergibt, dass die kleineren und mittleren Neurone bzw.

Interneurone des Striatums GABAB1 Rezeptoren exprimieren, unabhängig davon ob diese selbst

GABAerg sind. Im Einklang hierzu befinden sich die Ergebnisse der immunhistochemischen

Versuche, welche zellulär die Proteine der GABAB1 Rezeptoren in beinahe allen striatalen

Neuronen aufzeigen konnte. Dieser Befund einer nahezu ubiquitären GABAB1 Rezeptorexpression

(80-90%), konnte auch im Striatum der Ratte durch immunhistochemischen Nachweis erbracht

werden (Yung et al. 1999).

Gänzlich anders stellten sich die Ergebnisse zur GABAB2 Rezeptor mRNA Expression im

humanen Striatum dar. Die gerade noch densitometrisch auf den Film-Autoradiografien über

dem Hintergrundsignal erfassbare Expression im Nucleus caudatus und Putamen konnte durch

die mikroskopische Auswertung auf eine relativ niedrige zelluläre Expression der GABAB2

Rezeptor mRNA in zudem nur sehr vereinzelten mittelgroßen Neuronen und in den sehr viel

seltener vorkommenden großen cholinergen Interneuronen zurückgeführt werden. Dies

unterstützten auch die immunhistochemische Untersuchung, welche zellulär die Existenz von

GABAB2 Rezeptor-Proteinen nur in einem Bruchteil der mittelgrossen Zellpopulation belegen

konnte.

Eine Koexpression von GABAB1 und GABAB2 Rezeptoren ist für die Bildung eines funktionellen

GABAB Rezeptors unabdingbar. GABAB1 Rezeptoren allein sind nicht in der Lage, über G-

Proteine eine Wirkung auf K+- oder Ca2+-Kanäle bzw. Adenylatcyklasen zu entfalten (Jones et al.

1998; Kaupmann et al. 1998a; Kuner et al. 1999; Martin et al. 1999; Filippov et al. 2000). Für die

Basalganglien des Menschen ist anzunehmen, dass im Striatum eine kleinere Population von
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Neuronen existieren könnte, welche neben GABAB1 auch GABAB2 Rezeptoren exprimiert und so

prinzipiell in der Lage wäre, ein funktionelles GABAB1/GABAB2 Rezeptor-Dimer an der

synaptischen Membran auszubilden.

Da sich, neben den zellulären Befunden, eine deutliche immunhistochemische Reaktion für beide

GABAB Rezeptoren im Neuropil der humanen Basalganglien zeigte, wie dies auch in der Ratte

der Fall ist (Benke et al. 1999; Ng et al. 2001; Kulik et al. 2002), wäre auch die Bildung von

funktionellen präsynaptischen GABAB Rezeptoren im Striatum möglich.

Die Resultate des hier durchgeführten [35S]GTP S-Assays erbrachten jedoch im Striatum des

Menschen keine Hinweise auf die Existenz von funktionellen, an G i/o-Protein-gekoppelte GABAB

Rezeptoren. Da im Striatum der Ratte jedoch durch elektrophysiologische Messungen der

Nachweis von funktionellen präsynaptischen (Calabresi et al. 1991; Nisenbaum et al. 1993) und

in zumindest einer neuronalen Subpopulation von postsynaptischen GABAB Rezeptoren erbracht

werden konnte (Seabrook et al. 1991) ist denkbar, dass anstelle von GABAB2 Rezeptoren im

Striatum als Partner der GABAB1 Rezeptoren zur Formation eines funktionellen Rezeptors

andere Rezeptoren (Balasubramanian et al. 2002) oder Transkriptionsfaktoren beitragen

(Nehring et al. 2000; White et al. 2000; Billinton et al. 2001c). Auch wäre denkbar, dass diese

Rezeptoren an andere G-Proteine gekoppelt sind oder ihre Wirkung ohne diese vermitteln (Heuss

und Gerber 2000). Hierdurch lässt sich die fehlende Stimulation durch R-Baclofen in dem hier

durchgeführten [35S]GTP S-Assay erklären. Für eine alternativen G-Protein-Kopplung von

GABAB Rezeptoren im Striatum der Ratte sprechen zudem Bindungsstudien (Knott et al. 1993a,

1993b) und eine elektrophysiologische Studie (Phelan 1999) welche GABAB Rezeptoren in dieser

Region als Pertussis-Toxin-insensitiv (d.h. nicht an G i/o-Proteine gekoppelt) charakterisiert

haben.

Die Neurone des humanen Globus pallidus zeigten im Vergleich mit dem Striatum eine

gleichmäßige und niedrige mRNA- und Protein-Expression beider GABAB Rezeptoren in den

mittelgroßen Neuronen, während die Transkripte der GABAB1 Rezeptoren in den großen

Interneuronen stärker als jene der GABAB2 Rezeptor mRNA exprimiert war.

Eine Untergruppe von mittelgroßen Neuronen des Globus pallidus wies neben der bei diesen

Zellen üblicherweise beobachteten mäßigen GABAB1 Protein-Expression eine starke und

punktförmig konzentrierte Immunoreaktivität für GABAB1 Rezeptoren am Perykaryon auf.

Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um massive postsynaptische Ansammlungen des GABAB1

Rezeptors an symmetrischen Synapsen auf proximalen Dendriten, welche von GABAergen

Endigungen aus dem Striatum gebildet werden. Diese Lokalisation konnte zumindest für beide

GABAB Rezeptoren durch elektronenmikroskopische Untersuchungen im Globus pallidus des

Rhesusaffen belegt werden (Charara et al. 2000). Ebenfalls im Affen zeigten sich präsynaptische

GABAB1 und GABAB2 Rezeptoren an asymmetrischen Synapsen der glutamatergen Endigungen

aus dem Nucl. subthalamicus (Charara et al. 2000), welche einen Teil der hier aufgezeigten

Immunoreaktivitäten für beide GABAB Rezeptoren im Neuropil des humanen Globus pallidus

ausmachen dürfte.

Alle in den jeweiligen Schnitten enthaltenen Projektionsneurone der Substantia nigra pars

compacta und des Nucl. ruber zeigten eine Expression von mRNA und Protein beider GABAB
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Rezeptoren, wobei die Expression in den melatoninhaltigen Neuronen der Substantia nigra

deutlich höher lag.

Im Globus pallidus, der Substantia nigra und dem Nucl. ruber wäre als Schlussfolgerung aus den

hier vorgestellten Befunden theoretisch die Koexpression und somit die Bildung funktioneller

Rezeptoren zu erwarten. Für den Globus pallidus konnte dies im Gehirn des Affen durch

immunhistochemische Doppelfärbung beider GABAB Rezeptoren belegt werden (Medd et al.

2001).

Jedoch konnte auch in diesen Regionen der Basalganglien des Menschen im [35S]GTP S-Assay

unter Stimulation mit R-Baclofen kein Umsatz an G i/o-Proteinen festgestellt werden, so dass

auch hier eine andersartige G-Protein-Kopplung oder Baclofen-Insensitivität der GABAB

Rezeptoren vorliegt.

In zahlreichen Publikationen wurden Eigenschaften einer atypischer Signaltransduktion von

GABAB Rezeptoren, wie Baclofen-Insensitivität (z.B. Raiteri et al. 1992; Bonnano und Raiteri

1993a, 1993b; Lanza et al. 1993) oder eine Kopplung an G-Proteine jenseits der Klasse G i/o

(Colmers und Williams 1988; Dutar und Nicoll 1988; Phelan 1999) Subtypen von präsynaptischen

GABAB Rezeptoren zugeschrieben.

Aus den hier im Globus pallidus, in der Substantia nigra und im Nucl. ruber des Menschen

vorgestellten Daten von insgesamt vergleichsweise niedriger mRNA-Expression beider GABAB

Rezeptoren, bei dennoch deutlichem Nachweis der Rezeptor-Proteine und zugleich fehlender

Stimulierbarkeit dieser Rezeptoren durch R-Baclofen im [35S]GTP S-Assay und demnach

atypischer Signaltransduktion ist anzunehmen, dass die GABAB Rezeptoren in dieser Region des

Gehirns weit überwiegend präsynaptisch lokalisiert sind.

Pathophysiologische Bedeutung der GABAB Rezeptoren in den Basalganglien

Die pathophysiologische Bedeutung von Veränderungen der GABAB Rezeptoren in den

Basalganglien ist durch Untersuchungen an Tiermodellen des Morbus Parkinson und in einer

humanen post mortem Studie erhärtet worden (deGroote et al. 1999; Calon et al. 2000, 2001,

2003; Johnston und Duty 2003).

Die Degeneration der dopaminergen nigrostriatalen Bahnen führt beim M. Parkinson, neben dem

striatalen Dopaminmangel, zu Veränderungen der vernetzten GABAergen und glutamatergen

Bahnen des thalamocortikalen motorischen Netzwerks der Basalganglien (Blandini et al. 2000).

So führt ein Verlust an Dopamin1 Rezeptor-Aktivation im direkten Bahnsystem zur verminderten

GABAergen Innervation der Substantia nigra pars reticularis und des Globus pallidus medialis –

den efferenten Gebieten der Basalganglien. Zugleich bedingt die Verringerung der durch

Dopamin2 Rezeptoren vermittelten Aktivität im indirekten Bahnsystem eine Disinhibition

GABAerger striatopallidaler Efferenzen. Hieraus entsteht eine Unteraktivität im Globus pallidus

lateralis, welche wiederum über eine Enthemmung der glutamatergen Efferenzen des Nucl.

subthalamicus zu einer erhöhten glutamatergen Innervation der Substantia nigra und des

Globus pallidus medialis führt. Zusammengefasst bewirken diese Veränderungen im direkten

und indirekten Bahnsystem eine verstärkte GABAerge Inhibition in der thalamocortikalen
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Rückmeldung, welche schließlich zu Symptomen wie Tremor, Rigidität und Bewegungsver-

langsamung führen (Obeso et al. 2000).

GABAB Rezeptoren hemmen unter physiologischen Bedingungen präsynaptisch als Autorezeptor

die GABA-Ausschüttung und als Heterorezeptor die Glutamat-Ausschüttung. Von Bedeutung ist

daher insbesondere die Abnahme von präsynaptischer GABAB Rezeptor-Aktivität, die zum

Anstieg GABAerger wie auch glutamaterger Innervation führt, wie dies den (oben kurz

erwähnten) pathophysiologischen Beobachtungen beim Untergang dopaminerger nigraler

Bahnen entspricht.

In den einzelnen Kerngebieten der Basalganglien sind GABAB1 Rezeptor-Bindungsstellen beim

Affen in mäßiger Menge vorzufinden (Ambardekar et al. 1999; Bowery et al. 1999a), was sich in

Übereinstimmung mit der hier im Menschen nachgewiesenen GABAB1 Rezeptor mRNA und dem

korrespondierenden Rezeptor-Protein befindet.

Nach experimentell-verursachtem Untergang der dopaminergen nigrostriatalen Bahnen durch

MPTP steigt das Niveau der GABAB1 Rezeptorbindung im Globus pallidus pars externus (+29%),

nicht jedoch im Pars internus, dem Striatum oder der Substantia nigra pars reticularis. Dieser

Anstieg im Globus pallidus pars internus ist nicht durch Gabe von Dopamin1 Rezeptor-Agonisten,

jedoch teilweise durch Cabergolin, einem potenten Dopamin2 Rezeptor-Agonisten, reversibel

(Calon et al. 2000).

Ebenfalls in diesem Tiermodell wurde ein deutlicher Abfall von GABAB1 Bindungsstellen (–40%),

und des mRNA-Gehalts der GABAB1 und GABAB2 Rezeptoren (–69% bzw. –66%) in der Substantia

nigra pars compacta nach der MPTP-bedingten Schädigung der dopaminergen Neuronen

beobachtet (Calon et al. 2001). Im Putamen zeigten sich hierbei keine signifikanten Änderungen

an Bindungsstellen oder der mRNA-Expression der GABAB Rezeptoren.

In der einzigen bisher durchgeführten GABAB Rezeptor-Bindungsstudie mit post mortem

Hirngewebe von Parkinson-Patienten wurden das Striatum und der Globus pallidus untersucht

(Calon et al. 2003). Im ventralen Anteil des Globus pallidus pars externus (–13%) und im

medialen Putamen (–23%) konnte eine deutliche Verringerung der Bindung eines GABAB1

Rezeptor-Antagonisten beobachtet werden.

Eine Verminderung von Bindungsstellen der GABAB1 Rezeptoren im Putamen ist bisher in keiner

der Untersuchungen an Tiermodellen dopaminerger Depletion der Substantia nigra beschrieben

worden (deGroote et al. 1999; Calon et al. 2000, 2001; Johnston und Duty 2003).

Im Vergleich zu den verwendetenen Tiermodellen könnte dies auf eine abweichende Regulation

von GABAB Rezeptoren beim idiopathischen Parkinsonsyndrom hinweisen. Möglicherweise

handelt es sich bei dieser Herabregulation der GABAB1 Rezeptoren im Putamen von Patienten,

welche an M. Parkinson litten, um einen protektiven Mechanismus, da in striatalen Zellkulturen

gezeigt werden konnte, dass NMDA-induzierte Neurotoxizität durch GABAB Rezeptor-Aktivation

deutlich verstärkt wird (Lafon-Cazal et al. 1999).
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5.1.4. Thalamus

Verteilung und funktionelle Aspekte der GABAB Rezeptoren im Thalamus

Die Synchronisierung neuronaler Erregung im cortikothalamischen System erfolgt im Thalamus

durch das Zusammenspiel der GABAergen Interneuronen des Nucl. reticularis thalami mit den

glutamatergen Relaisneuronen der anderen thalamischen Kerngebiete (Guillery et al. 1998).

Dies stellt sich elektroencephalografisch als oszillierende Erregungen dar. Die Frequenz dieser

Oszillationen steht in direktem Zusammenhang mit dem Bewusstseinszustand. Aktivierung von

GABAB Rezeptoren verursacht durch inhibitorische Potentiale (IPSPB) eine niederfrequente

oszillierende Erregung in thalamischen Neuronen (3-4 Hz; Crunelli und Leresche 1991) und führt

zur Eintrübung des Bewusstseinszustandes oder Bewusstseinsverlust (Bal et al. 1995; Ulrich und

Huguenard 1996a, 1996b; Warren et al. 1997). Die physiologische Bedeutung von GABAB

Rezeptoren bei der Schlafinduktion und beim Schlafen ist nicht völlig geklärt, jedoch zeigten

Studien mit GABAB Rezeptor-Agonisten bzw. -Antagonisten Veränderungen während des Schlafs

(Übersicht bei Gottesmann 2002).

In den thalamischen Relaisneuronen, den Interneuronen und den GABAergen Neuronen des

Nucl. reticularis war ein hohes Niveau an Expression beider GABAB Rezeptoren detektierbar.

Eine neuronale Zellpopulation ohne Expression konnte nicht explizit ausgemacht werden. Dies

ist in Übereinstimmung mit der weitverbreiteten und stark ausgeprägten Expression von

GABAB1 Rezeptor mRNA im Thalamus des Affen (Munoz et al. 1998).

Hinweise auf abweichende Merkmale von GABAB1 Rezeptoren konnten in den ventralen

thalamischen Regionen der Ratte durch elektronenmikroskopische Darstellung gewonnen werden

(Kulik et al. 2002). Hierbei war die überwiegende Anzahl dieser Rezeptoren extrasynaptisch

lokalisiert, wodurch sie erst durch längere und intensivste GABA-Ausschüttung aus

Interneuronen aktiviert werden konnten (Mody et al. 1994; Kim et al. 1997).

Auffällig waren die deutlichen Unterschiede in der [35S]GTP S-Bindung. Hier konnte durch R-

Baclofen im Nucl. mediodorsalis und Nucl. lateralis post. eine robuste Stimulation nachgewiesen

werden, wogegen sich in den ventralen Kernen und dem Nucl. centromedianus kein Anhalt für

G i/o-gekoppelte GABAB Rezeptoren ergab. Da sich GABAB Rezeptoren im ventralen Thalamus

zudem als sehr Baclofen-sensitiv erwiesen haben (Lee et al. 1994), ist zumindest in dieser Region

von der Expression funktioneller GABAB Rezeptor-Dimere auszugehen, wobei diese sehr

wahrscheinlich die Signaltransduktion über eine Kopplung an G-Proteine jenseits der Klassen

G i oder G o bewerkstelligen.

Diese Zweiteilung der Kerne des Thalamus, in G i/o- gekoppelte bzw. durch R-Baclofen im

[35S]GTP S-Assay nicht stimulierbare GABAB Rezeptoren, deckt sich mit anderen Beobachtungen

zur Neurochemie und Neuroanatomie des Thalamus. Die Nuclei centromedialis, ventralis

posteriomedialis et ventralis posteriolateralis weisen unter den thalamischen Kernen

ausschließlich hohe Parvalbumin-Immunoreaktivität auf. Diese parvalbuminhaltigen Neurone

projizieren in die Schichten III und IV des Cortex in einer sehr geordneten Weise und sind klar

den jeweiligen rezeptiven Feldern zuzuordnen. Demgegenüber enden die calbindinhaltigen
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Terminalen, welche weitgehend aus dem restlichen Thalamus stammen, in den beiden obersten

cortikalen Laminae, ohne hier genau abgrenzbare Felder zu markieren (Übersicht in Jones 1998).

Pathophysiologische Bedeutung der GABAB Rezeptoren im Thalamus

Es existieren einige Hinweise auf die Beteiligung von GABAB Rezeptoren am Pathomechanismus

der Absence-Epilepsie (Snead 1995; Bowery et al. 1999b; Crunelli und Leresche 2002). So

exazerbieren Absence-Anfälle bei Gabe von GABAB Rezeptor-Agonisten in einigen Tiermodellen

dieser Erkrankung, wogegen GABAB Rezeptor-Agonisten die Anfälle coupieren (Snead et al.

1999). Zudem gelang es zu zeigen, dass in Maus-Mutanten (lethargic; lh/lh), welche gehäuft

Absence-Anfälle aufweisen, GABAB Rezeptor-Bindungsstellen vermehrt exprimiert wurden und

dieser Anstieg mit der Anfallshäufigkeit korrelierte (Lin et al. 1993). In einem anderen

Tiermodell, den sogenannten GAERS (Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg), konnte

im Vergleich zu nicht-epileptischen Kontrolltieren jedoch keine vermehrten Bindungsstellen

nachgewiesen werden, obwohl immunhistochemisch ein höherer Gehalt an GABAB1 und GABAB2

Rezeptoren im Thalamus und somatosensorischen Cortex zu beobachten war (Princivalle et al.

2003). Derartige Widersprüchlichkeiten sowie elektrophysiologische Untersuchungen, welche die

pathophysiologische Beteiligung von GABAA Rezeptoren favorisieren (Charpier et al. 1999; Staak

und Pape 2001), lassen bislang keine eindeutige Beurteilung der pathogenetische Rolle von

GABAB Rezeptoren bei der Absence-Epilepsie zu.

5.1.5. Cerebellum

Verteilung und funktionelle Aspekte der GABAB Rezeptoren im Cerebellum

Die GABAergen Purkinjezellen bilden die Efferenzen der Kleinhirnrinde. An ihren Dendriten

wiederum laufen die Afferenzen des Cerebellums zusammen. Dies geschieht direkt durch

exzitatorische Kletterfasern aus dem inneren Olivenkern und modulierende serotoninerge bzw.

noradrenerge Fasern aus dem Nucl. raphe und dem Locus coeruleus oder indirekt durch

exzitatorische Moosfasern (aus der Pons, dem Tectum, der Formatio reticularis, den Nuclei

vestibularis und dem Rückenmark), welche zunächst an den Körnerzellen enden. Von dort wird

die Erregung dann über Parallelfasern auf die Purkinjezelldendriten übertragen.

Die Interneurone des cerebellären Cortex sind überwiegend den Golgi-, Korb- und Sternzellen

zuzuordnen (auf Lugarozellen und die unipolaren Büschelzellen soll hier nicht weiter

eingegangen werden). Sie sind GABAerg und werden im Sinne einer Vorwärtshemmung wie die

Purkinjeneuronen von glutamatergen Parallelfasern errregt. Die Sternzellen bilden an den

Dendriten und die Korbzellen am Soma und Axon der Purkinjezellen Synapsen aus, wohingegen

Golgizellen exklusiv die Körnerzellen inhibieren.

Exzitatorische Kleinhirnafferenzen und inhibitorische Purkinjezellaxone projizieren in die

jeweiligen Nuclei cerebellares; für das hier untersuchte Neocerebellum ist dies der Nucl. dentatus

(Voogd et al. 1990).
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Alle hier beschriebenen Neurone und Interneurone des Kleinhirns wiesen unabhängig davon, ob

GABA- oder glutamaterg, mäßige bis sehr starke Expression der GABAB1 und GABAB2

Rezeptoren auf. Diese war von stärkster Ausprägung in den Purkinjezellen und konnte hier

immunhistochemisch bis weit in die dendritischen Ausläufer verfolgt werden. Die

Molekularzellschicht zeigte im [35S]GTP S-Assay stärkste Stimulation, wodurch hier eine hohe

Dichte an G i/o-gekoppelten GABAB Rezeptoren nachgewiesen wurde. Weitaus geringer fiel dieser

Nachweis in der Körnerzellschicht aus und konnte für den Nucleus dentatus nicht erbracht

werden.

Überraschenderweise konnte durch elektronenmikroskopische Untersuchungen von Parallel-

fasern im Kleinhirn der Ratte die überwiegende Anzahl an GABAB Rezeptoren perisynaptisch an

den glutamatergen Synapsen mit distalen Purkinjezelldendriten beobachtet werden, wogegen

dies an GAD-immunoreaktiven, d.h. GABAergen synaptischen Membranen, welche von den

Interneuronen gebildet werden, nur sehr selten der Fall war (Fritschy et al. 1999; Kulik et al.

2002). Obgleich eine interneuronale GABAB Rezeptor-Expression demnach deutlich seltener

beobachtet wurde, ist deren funktionelle Relevanz bei der Inhibition der Purkinjezellen

elektrophysiologisch bewiesen worden (Than und Szabo 2002).

Die physiologische Bedeutung einer präsynaptischen Expression von GABAB Rezeptoren an

glutamatergen Terminalen ist noch unklar, möglicherweise werden diese durch extrasynaptisch

freigesetztes GABA aktiviert und hemmen hierdurch die Glutamat-Ausschüttung (Kulik et al.

2002).

Pathophysiologische Bedeutung der GABAB Rezeptoren im Cerebellum

Primär konnten an GABAB1 Rezeptor-defizienten Mäusen keine ataktischen Störungen

beobachtet werden (Prosser et al. 2001; Schuler et al. 2001).

Das GABAerge System und somit GABAA und GABAB Rezeptoren sind jedoch mittelbar an der

Pathogenese einer progressiven cerebellären Ataxie beteiligt, bei der sich GAD-Antikörper im

Liquor nachweisen lassen. Hierbei stellen die GAD-Antikörper nicht nur ein Epiphänomen dar,

sondern wirken als pathogenes Agens. So konnte elektrophysiologisch an Slice-Präparaten von

Rattenkleinhirnen nach Applikation von GAD-Antikörper-haltigem Liquor (welcher von

Patienten mit cerebellärer Ataxie stammte) oder aufgereinigten GAD-Antikörpern deutlich

veränderte Potentiale an Purkinjezellen abgeleitet werden (Takenoshita et al. 2001; Mitoma et al.

2003).

Bedingt durch die verringerte GABA-Synthese und -Ausschüttung kam es zur Reduktion der

interneuronalen Inhibition an den GABAA Rezeptoren der Purkinjezellen (IPSPA-Reduktion)

sowie einer verstärkten Glutamat-Ausschüttung an den Synapsen der Parallelfasern mit

Purkinjezelldendriten (EPSP-Anstieg). Letztgenannter Effekt wird durch eine verminderte

Aktivität an GABAB Rezeptoren ausgelöst, welche unter physiologischen Bedingungen an den

Parallelfasern der Körnerzellen die Glutamat-Ausschüttung verringert (Mitoma et al. 2003).

Die Erregbarkeit der Purkinjezellen ist für eine derartige Reduktion der GABAergen Inhibition

im Vergleich zu cortikalen Pyramidenzellen sehr vulnerabel. Dies liegt vor allem an deren

interneuronaler Verschaltung, welche nur eine Vorwärts- nicht aber eine Rückwärtsinhibition
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ermöglicht, d.h. Purkinjezellen selbst erregen keine cerebellären Interneurone, wie dies bei

Pyramidenneuronen des Cortex oder Hippocampus der Fall ist (De Schutter 1995). Dies mag

auch der Grund dafür sein, weshalb sich eine globale Reduktion des GABAergen Tonus (hier

bedingt durch GAD-Antikörper) vor allem und zuerst in einer cerebellären Dysfunktion

ausdrückt.

5.1.6. Gliale Expression

In den vorliegenden Publikationen zur zellulären GABAB Rezeptor-Expression im ZNS der Ratte

ist bisher wenig über Gliazellen berichtet worden: Clark et al. (2000) beschrieben die Expression

von vereinzelten GABAB1 Rezeptor-immunoreaktiven Gliazellen im Gehirn und Rückenmark der

Ratte, ohne jedoch GABAB2 Rezeptoren nachweisen zu können. In einer Studie konnten in

Astrocyten des Hippocampus der Ratte durch immunhistochemische Färbungen GABAB1 und

GABAB2 Rezeptor-Protein-Expression belegt werden (Charles et al. 2001).

Andere Autoren untersuchten ebenfalls Rattengehirne ausführlich bezüglich der Expression von

GABAB Rezeptoren, ohne dabei gliales Vorkommen zu beschreiben (z.B. Kaupmann et al. 1997;

Margeta-Mitrovic et al. 1999; Bischoff et al. 1999; Liang et al. 2000). Explizit bezweifelt wurde die

Existenz von GABAB Rezeptoren in der Glia des menschlichen Gehirns (Billinton et al. 2001a,

2001b).

Im Gehirn des Menschen gelang hier nun durch Messungen auf den Film-Autoradiografien von

weißer Substanz des cerebralen Cortex und des Cerebellums der Nachweis einer niedrigen

Expression für GABAB1 und GABAB2 Rezeptor-mRNA. Dies bestätigte sich bei der zellulären

Auswertung, da auch hier die Transkripte beider GABAB Rezeptoren in der weißen Substanz des

Cerebellums und der mRNA von GABAB1 Rezeptoren im cortikalen Mark messbar waren. Hierbei

konnte dieses Signal jedoch nicht auf Expression in thioningefärbten Gliazellen

(Oligodendrocyten) zurückgeführt werden. Immunhistochemisch zeigte sich dann, dass diese

Expressionsmuster astrocytären Ursprungs sind. Beide GABAB Rezeptor-Proteine traten

vereinzelt in Astroglia des Cortex und gehäuft in der des Hippocampus und des Cerebellums auf.

In letzterem fand sich auch mRNA und Immunoreaktivität für GABAB1 Rezeptoren in einer

cerebellären Sonderform von Astrocyten, der Bergmann-Glia. Gerade noch nachweisbar war

schließlich eine Stimulation mit R-Baclofen im [35S]GTP S-Assay über Faserzügen der weißen

Substanz, wodurch eine G i/o-Protein-Kopplung der astrocytären GABAB Rezeptoren vermutet

werden darf.
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5.2. Diversität der GABAB Rezeptoren

Prinzipiell kann die Ausprägung von Rezeptor-Diversität durch zahlreiche Faktoren bestimmt

sein:

Pharmakogenomische Diversität: im Rezeptor-Gen interindividuell abweichende DNA-Sequenzen

(Polymorphismen) können voneinander verschiedene Rezeptor-Proteine determinieren, welche

sich dann in ihren pharmakologischen Eigenschaften unterscheiden (Johnson und Lima 2003).

Molekularbiologische Diversität: die RNA-Transkription erfolgt gewebsspezifisch und kann

während der Transkription durch sogenanntes Splicing oder posttranskriptional durch RNA-

Editing bei der Transkription desselben Gens zur Ausprägung von unterschiedlichen mRNA-

Varianten und schließlich verschiedenen Rezeptor-Proteinen führen (Tamura et al. 1996).

Pharmakologische Diversität: posttranslationale Prozesse, wie der Transport der Rezeptor-

Proteine zur Zellmembran und die dortige Ausbildung von Rezeptor-Dimeren bzw. -polymeren

tragen maßgeblich zur Bereitstellung von Rezeptoren bei. Diese können nun mit unterschiedliche

intrazelluläre Effektoren (bei den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren z.B. verschiedene G-

Proteine, Phosphokinasen oder Adenylatcyclasen) interagieren. Auch können Modifikationen wie

die Phosphorylierung eine Desensitivierung und Internalisierung von Rezeptoren verursachen.

Diese Mechanismen prägen insgesamt die Quantität und Qualität der Signaltransduktion an

einem Rezeptor.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Diversität der GABAB Rezeptoren auf der

molekularbiologischen Ebene (Splice-Varianten der mRNA der GABAB1 bzw. GABAB2 Rezeptoren)

und in pharmakologisch-neurochemischer Hinsicht (G-Protein-Kopplung der GABAB1/GABAB2

Rezeptor-Dimere) untersucht.

5.2.1. Splice-Varianten der GABAB1 Rezeptor mRNA

Der direkte Vergleich der autoradiografisch bestimmten Expressionsmengen der vier GABAB1

Rezeptor Splice-Varianten (GABAB1A,1B,1C,1E) ist methodisch bedingt nur unter Vorbehalt möglich,

da die jeweilige Hybridisierungskinetik der verwendeten Oligonukleotide unter den gegebenen

Versuchsbedingungen nicht bekannt ist. In den hier durchgeführten in situ

Hybridisierungsstudien wurden bei der Auswahl der Oligonukleotide beachtet, dass Parameter,

welche die Kinetik der Nachweisreaktion beeinflussen können möglichst konstant eingehalten

wurden (s. 3.4.).

Um sicher zu stellen, dass diese Einflussfaktoren die Ergebnisse der hier vorgestellten

Untersuchungen nicht maßgeblich verändern, wurden die gemessenen Expressionsmengen der

GABAB1 Rezeptor Splice-Varianten auf die Werte der Region der größten Expression

(Körnerzellschicht des Kleinhirns) normalisiert.
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Bei Betrachtung dieser normalisierten Expressionswerte fiel auf, dass im Vergleich zur GABAB1B

Rezeptor Splice-Variante eine geringere Expression von GABAB1A Rezeptoren in allen

untersuchten Gehirnregionen beobachtet werden konnte, was wiederum auch die Verhältnisse

der nicht-normalisierten Werte wiederspiegelt. Die Differenz der relativen Expression dieser

beiden Rezeptor-Varianten war am größten im Thalamus ausgeprägt und lag noch deutlich über

der in Cortex, Ammonshorn und Striatum, wohingegen im Gyrus dentatus des Hippocampus

(Pyramidalzellschicht) die mRNA der GABAB1A und der GABAB1B Rezeptoren relativ betrachtet zu

etwa gleichen Teilen vorlag.

In der cerebellären Molekularzellschicht und im Gyrus dentatus des Hippocampus konnte auch

die Variante GABAB1C-hum in mäßiger Ausprägung auf den Film-Autoradiografien detektiert

werden, wobei zellulär diese Variante auch in in einzelnen Zellen des Cortex, des Striatums und

des Thalamus zu beobachten war. Auch nach der Normalisierung zeigte sich, dass die mRNA-

Expression von GABAB1C-hum Rezeptoren im Vergleich zu den GABAB1A Rezeptoren in allen

Regionen geringer war.

Durch die relativen Betrachtung der normalisierten Werte lässt sich schließen, dass in fast allen

untersuchten Gehirnregionen der GABAB1B Rezeptor die dominierende Splice-Variante darstellt,

lediglich im hippocampalen Gyrus dentatus sind GABAB1A und GABAB1B Rezeptoren annähernd

gleich stark exprimiert.

Geradezu rudimentär nahm sich die Expression der GABAB1E Rezeptor Splice-Variante aus. Sie

war nur in einzelnen Zellen des Gyrus dentatus und in den Korbzellen des Cerebellums

vertreten. Zur Absicherung dieses Befundes der in situ Hybridisierung wurde eine RT-PCR

durchgeführt, welche die Existenz dieses GABAB1 Rezeptor-Typs im Hippocampus und Kleinhirn

ebenfalls bestätigte.

Bereits in der Erstbeschreibung der Sequenzen des GABAB1 Rezeptors wurden die Splice-

Varianten GABAB1A und GABAB1B beschrieben und pharmakologisch charakterisiert (Kaupmann

et al. 1997). Es konnte kein nennenswerter Affinitätsunterschied zwischen den Varianten

GABAB1A und GABAB1B festgestellt werden, wobei es sich jedoch um Untersuchungen an nicht-

funktionellen Rezeptor-Monomeren handelte, da die zur Bildung von funktionellen GABAB

Rezeptor-Dimeren benötigten GABAB2 Rezeptoren noch nicht entdeckt waren (Couve et al. 1998;

Kaupmann et al. 1998a; Margeta-Mitrovic et al. 2000; Calver et al. 2001; Pagano et al. 2001).

Nachdem auch die rekombinante Expression von funktionellen GABAB Rezeptor-Dimeren

möglich war, zeigten funktionelle Assays und Bindungsstudien mit hochaffinen GABAB Rezeptor-

Liganden ebenso keine signifikanten Unterschiede zwischen GABAB1A/GABAB2 und

GABAB1B/GABAB2 Rezeptor-Dimeren (Bräuner-Osborne und Krogsgaard-Larsen 1999; Green et

al. 2000).

Von Ng et al. (2001) wurde eine Bindung des Wirkstoffs Gabapentin an rekombinante

GABAB1A/GABAB2, nicht aber an GABAB1B/GABAB2 oder GABAB1C-Ratte/GABAB2 Rezeptor-Dimere

beschrieben. Dies überrascht umso mehr, da die Wirkweise von Gabapentin bisher auf seine

Bindung an 2 -Untereinheiten des L-Typ Kalziumkanals zurückgeführt wird (Gee et al. 1996;

Brown und Gee 1998; Marais et al. 2001). Obwohl Untersuchungen hierzu von derselben

Arbeitsgruppe auch an nativen GABAB Rezeptoren in einer Präparation des Hippocampus der
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Ratte durchgeführt wurden und zu ähnlichen Ergebnissen kam (Bertrand et al. 2001), ist dieses

Bindungsverhalten von Gabapentin an GABAB1A/GABAB2 Rezeptoren durch mehrere

nachfolgende in vitro und in vivo Untersuchungen (Lanneau et al. 2001; Patel et al. 2001; Jensen

et al. 2002) und eigene Beobachtungen zur (nicht nachweisbaren) Stimulation durch Gabapentin

in der [35S]GTP S-Autoradiografie im Gehirn der Ratte (Platzer et al. 2002) in Frage gestellt

worden und gilt als umstritten (Bowery et al. 2002).

Jenseits möglicher pharmakologischer Unterschiede zwischen GABAB1A und GABAB1B Rezeptoren

wurde bereits kurz nach deren Sequenzaufklärung für die GABAB1A Rezeptoren eine

ausschließlich präsynaptische bzw. für die GABAB1B Rezeptoren postsynaptische Verteilung

diskutiert (Kaupmann et al. 1998b). Diese Hypothese wurden durch Untersuchungen am

Cerebellum gewonnen und konnte durch einige Studien für weitere Regionen des ZNS der Ratte

bestätigt werden (Billinton et al. 1999; Bischoff et al. 1999; Fritschy et al. 1999), wohingegen

andere publizierte Daten auf eine überwiegend postsynaptische GABAB1A Rezeptor- bzw.

präsynaptische GABAB1B Rezeptor-Lokalisation hinwiesen (Benke et al. 1999; Poorkhalkali et al.

2000).

Die hier vorgestellten mRNA-Expressionsmuster der bisher bekannten vier GABAB1 Rezeptor

Splice-Varianten im humanen Gehirn erlauben keine direkten Aussagen über eine prä- oder

postsynaptische Lokalisation. Folgt man jedoch der Argumentation für die vorherrschende

Präsenz von präsynaptischen GABAB1A und postsynaptischen GABAB1B Rezeptoren in der bereits

erwähnten in situ Hybridisierungsstudie von Bischoff et al. (1999) am Beispiel des Kleinhirns der

Ratte, welche auf einer weit überwiegenden Expression von GABAB1B Rezeptoren in den

Purkinjezellen und dessen fehlender Expression in den Interneuronen der Molekularzellschicht

gründet, so konnten diese Schlussfolgerungen für das menschliche Kleinhirn nicht nachvollzogen

werden, da hier GABAB1A wie auch GABAB1B Rezeptor mRNA in beiden Zellarten sicher

nachgewiesen wurden. Vielmehr ist durch das Fehlen von funktionellen GABAB Rezeptoren im

Nucl. dentatus, dem alleinigen Projektionsgebiet der Purkinjezellen, anzunehmen, dass im

humanen Kleinhirn beide GABAB Rezeptor Subtypen auf den Purkinjezelldendriten

präsynaptisch exprimiert werden. Dies konnte inzwischen immunhistochemisch auch im

Cerebellum der Ratte unter Verwendung von subtypenspezifischen Antisera bestätigt werden

(Charles et al. 2001).

Zu den im menschlichen Gehirn sehr umschrieben exprimierten GABAB1C-hum und GABAB1E

Rezeptoren liegen im Gegensatz zu den beiden anderen Splice-Varianten der GABAB1 Rezeptoren

nur sehr begrenzt publizierte Daten vor.

Die GABAB1C-hum Rezeptoren sind bisher nicht pharmakologisch untersucht worden; aus einer

semiquantitativen RT-PCR Untersuchung ist aber bekannt, dass diese Variante im humanen

fetalen Gehirn stark exprimiert ist. Im Vergleich hierzu geringer nahm sich das

Expressionsniveau im Striatum, dem frontalen Cortex, Hippocampus und Cerebellum des

erwachsenen Menschen aus (Calver et al. 2000). Dies ist annähernd vergleichbar mit dem hier

beschriebenen makroskopischen und mikroskopischen Expressionsmuster der GABAB1C-hum

Rezeptoren.
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Auch die GABAB1E Rezeptoren sind im fetalen Gehirn stärker als im adulten exprimiert. Dieser

Rezeptor kommt jedoch auch im Rückenmark und in Organen des Gastrointestinaltrakts, der

Niere, dem Hoden, der Plazenta und der Skelettmuskulatur des erwachsenen Menschen vor. Von

der GABAB1E Rezeptor Variante ist bekannt, dass sie keinen funktionellen GABAB Rezeptor

bildet, obgleich sie mit GABAB2 Rezeptoren dimerisieren kann. Durch diese Dimerisierung ist der

GABAB1E Rezeptor in der Lage, bestehende funktionelle GABAB1A/GABAB2 Rezeptor-Dimere zu

zerstören und hierdurch die Bereitstellung von funktionellen GABAB Rezeptoren zu verringern

(Schwarz et al. 2000). Dies ermöglicht an den Orten der GABAB1E Rezeptor Expression, dem

Gyrus dentatus des Hippocampus und den Korbzellen des Kleinhirns, eine Herabregulation von

funktionellen GABAB Rezeptoren. In den Körnerzellen des Gyrus dentatus würde dies, bedingt

durch die postsynaptische Lokalisation, eine Abschwächung der Inhibition bewirken, wogegen an

den Korbzellen des Kleinhirns die Verminderung von präsynaptischen Autorezeptoren zur

verstärkten Inhibition der Purkinjezellen führen würde.

5.2.2. Splice-Varianten der GABAB2 Rezeptor mRNA

Basierend auf der Sequenz des humanen GABAB2 Rezeptors (White et al. 1998; Kuner et al. 1999;

Martin et al. 1999; Ng et al. 1999a) wurden drei Splice-Varianten beschrieben (Clark et al. 2000).

Dies erschien in Hinblick auf die Entstehung von pharmakologischen Subtypen ebenso

interessant wie die Splice-Varianten des GABAB1 Rezeptors, da der GABAB2 Rezeptor erst die

Bildung von funktionellen GABAB Rezeptor-Dimeren ermöglicht und zudem das G-Protein bindet,

über welches der Rezeptor seinen Effekt intrazellulär vermittelt.

Zum Nachweis der GABAB2 Rezeptor Splice-Varianten wurden hier Untersuchungen mittels RT-

PCR durchgeführt. Die cDNA hierfür stammte aus Isolaten von Cortex, Hippocampus,

Basalganglien, Thalamus und Kleinhirn.

Ein erstes Primerpaar sollte entsprechend den jeweiligen Sequenzen zwei unterschiedlich lange

PCR-Produkte für die GABAB2A (552bp) und die GABAB2B Splice-Variante (474bp) erbringen.

Tatsächlich konnte nur eine etwa 550bp lange Bande im Gel beobachtet werden, was gegen die

Expression von GABAB2B mRNA sprach.

Das zweite Primerpaar war zum Nachweis von GABAB2C Rezeptor mRNA bestimmt. Bei dieser

RT-PCR konnte eine starke Bande von ca. 710bp Länge erzielt werden, welche nicht vereinbar ist

mit der errechneten Länge (632bp) eines für GABAB2C Rezeptor mRNA spezifischen Amplifikats

(vgl. hierzu Abb. 3.4.) Nimmt man nun die Existenz von nur einer Form von GABAB2 Rezeptor

mRNA auf der Basis der ursprünglich beschriebenen Sequenz an, so ergibt sich für das 1.

Primerpaar eine zu erwartende Bande von 552bp und für das 2. Primerpaar eine von 713bp

Länge. Da sich dies im Einklang mit den beobachteten Bandenlängen befand, konnte durch diese

Experimente nur die Expression der ursprünglich beschriebenen GABAB2 Rezeptor mRNA (Kuner

et al. 1999; Martin et al. 1999; Ng et al. 1999a), nicht jedoch der drei beschriebenen GABAB2

Rezeptor mRNA Splice-Varianten (Clark et al. 2000) im menschlichen Gehirn nachgewiesen

werden.
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Dieses Ergebnis deckt sich mit der Arbeit von Martin et al. (2001), welche zeigen konnte, dass das

humane GABAB2 Rezeptor-Gen im fraglichen Abschnitt keine Donor- oder Akzeptor-Sequenzen

für ein eventuelles Splicing aufweist.

Auf weiterführende in situ Hybridisierungsstudien zur Lokalisation der (nicht existenten)

GABAB2 Rezeptor Subtypen mRNA wurde deshalb verzichtet.

5.2.3. Hinweise auf alternative G-Protein Kopplung von GABAB Rezeptoren in

bestimmten Hirnregionen

Der Nachweis von G i/o-gekoppelten GABAB Rezeptoren und somit von funktionellen GABAB1/

GABAB2 Rezeptor-Dimeren gelang in der Mehrzahl der untersuchten Regionen des menschlichen

Gehirns durch die Stimulierbarkeit mit R-Baclofen im [35S]GTP S-Assay. Auch in diesen

Regionen ist eine unbestimmte Menge von nicht an G i/o-gekoppelten Rezeptoren nicht

auszuschließen, da diese durch Signal von stimulierbaren GABAB Rezeptoren überdeckt sein

könnte.

Keine nennenswerte Stimulation konnte in den Basalganglien, dem Nucl. centromedianus und

den ventralen Thalamuskernen sowie dem Nucl. dentatus des Kleinhirns festgestellt werden. In

diesen Regionen konnten, mit Ausnahme des Striatums, nennenswerte Mengen von GABAB1 und

GABAB2 Rezeptor-Expression in sehr vielen Neuronen beobachtet werden, wobei das

Expressionsmuster deren Koexpression nahelegt. Derartige Kolokalisation konnten durch

immunhistochemische Doppelfärbungen in einzelnen Regionen des Gehirns der Ratte oder des

Affen zum Teil erhärtet werden (s. im Einzelnen 5.1.).

Aber auch Rezeptorbindungsstudien weisen indirekt auf eine derartige Kolokalisation und somit

die Expression funktioneller GABAB Rezeptoren hin. Der Nachweis von GABAB Rezeptor-

Bindungstellen mit hoher Affinität und in nennenswerter Menge ist nur möglich, wenn GABAB1

Rezeptoren, auf denen sich die Bindungsstelle befindet, zur Zellmembran transportiert und dort

verankert worden sind. Dieser Vorgang setzt in vivo eine Kolokalisation und Dimerisierung von

GABAB1 mit GABAB2 Rezeptoren voraus (Couve et al. 1998; Kaupmann et al. 1998a; White et al.

1998).

Vergleicht man die in klassischen Liganden-Bindungsexperimenten erzielten publizierten Werte

zur Anzahl der GABAB1 Rezeptor-Bindungsstellen und deren Affinität im Gehirn des

Rhesusaffen, so zeigen Regionen wie die cerebelläre Molekularzellschicht und der Nucl.

mediodorsalis thal. eine hohe Dichte an Bindungsstellen mit starker Affinität (Ambardekar et al.

1999; Bowery et al. 1999a). Auch in dem hier beim Menschen durchgeführten [35S]GTP S-Assay

konnten GABAB Rezeptoren in diesen Arealen durch R-Baclofen merklich stimuliert werden.

Beim Affen sind die ventralen Thalamuskerne und der Nucl. centromedianus bezüglich ihres

Besatzes an Bindungsstellen und Bindungsaffinitäten mit dem Nucl. mediodorsalis durchaus

vergleichbar (Ambardekar et al. 1999; Bowery et al. 1999a). Obwohl anzunehmen ist, dass diese

Bindungsverhältnisse auch auf den humanen Thalamus übertragbar sind, waren in dem hier mit

humanem Gehirngewebe durchgeführten [35S]GTP S-Assay die GABAB Rezeptoren des ventralen

Thalamus und des Nucl. centromedianus nicht stimulierbar.
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Demnach und aus den vorgelegten Daten zur Expression der GABAB Rezeptoren, kann der

Schluss gezogen werden, dass im ventralen und centromedianen Thalamus zwar GABAB1/GABAB2

Rezeptor-Dimere vorliegen, aber deren Kopplung an G-Proteine jenseits des G i- oder G o-Typs

angenommen werden muss.

5.3. Bestehen Spezies-Differenzen in der Expression von GABAB

Rezeptoren?

Die bisher umfangreichsten Untersuchungen zur Expression der GABAB Rezeptoren im ZNS

eines Säugetiers wurden an Ratten durchgeführt, weshalb die hier vorgestellten Daten zur

Expression der GABAB Rezeptoren im Gehirn des Menschen mit publizierten Ergebnissen aus

Untersuchungen an Ratten verglichen werden.

Trotz der Vielzahl an Publikationen zur Expression der GABAB Rezeptoren im Gehirn der Ratte

liegen nur einige wenige Studien vor, welche weite Teile des Gehirns im Überblick beschreiben.

Es ist beim Vergleichen mit den hier im Gehirn des Menschen erhobenen Daten zudem

unerlässlich, nur Studien heranzuziehen, welche insgesamt die hier untersuchten Regionen

ebenfalls zum Gegenstand hatten, da bereits zwischen den einzelnen Arbeiten zur Expression in

der Ratte zahlreiche Widersprüchlichkeiten zu Tage traten. Dies trifft vor allem für

immunhistochemische Untersuchungen zu, bei denen abweichende Ergebnisse durch zahlreiche

methodische Faktoren, wie unterschiedliche Fixation des Gewebes, andere Antikörper und

differierende Konzentrationen und Inkubationszeiten bedingt sein können. Auch kamen

Arbeiten, welche sich methodisch deutlich unterscheiden, für einen Vergleich nicht in Frage, wie

dies z.B. für die in situ Hybridisierung mit nicht-radioaktiv-markierten Proben zutrifft (Liang et

al. 2000). Zum Vergleich herangezogen wurden schließlich je eine Studie für den

immunhistochemischen Nachweis der GABAB1 (Margeta-Mitrovic et al. 1999) und GABAB2

Rezeptor-Proteine (Charles et al. 2001) sowie in situ Hybridisierungsstudien zur GABAB1

Rezeptor mRNA Expression, einschließlich der Splice-Varianten GABAB1A und GABAB1B (Bischoff

et al. 1999), und zur Detektion der GABAB2 Rezeptor mRNA (Durkin et al. 1999; Clark et al.

2000).

Vergleicht man die GABAB1 Rezeptor mRNA Expression auf zellulärer Ebene im Gehirn der

Ratte (Bischoff et al. 1999) mit der im Gehirn des Menschen, so deckt sich diese weitestgehend im

cerebellären Cortex. Normalisiert man nun, ausgehend von dieser Übereinstimmung die

Expressionswerte der untersuchten Zellen auf die Werte der Purkinjezellen so zeigte sich, dass

im humanen Thalamus die Expression von GABAB1 Rezeptor mRNA bereits merklich schwächer

und in allen weiteren untersuchten Regionen des humanen Nervensystems um ein vielfaches

niedriger ausfällt als dies in der Ratte der Fall ist.

Auch hinsichtlich des Verhältnisses der Splice-Varianten des GABAB1A und GABAB1B Rezeptors

zueinander unterscheidet sich die Expression im Menschen von der in der Ratte. Dominiert beim

Menschen die Expression der GABAB1B Rezeptor mRNA in allen Gehirnregionen, so ist bei der
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Ratte dieses Transkript im Cortex und Hippocampus in ähnlicher Menge wie die GABAB1A

Rezeptor Variante vertreten. Die relative Expression dieser beiden Splice-Varianten ist im

Thalamus des Menschen und der Ratte (bei hier höheren absoluten Werten) ähnlich, verhält sich

jedoch in den Basalganglien und Teilen des Cerebellums grundsätzlich unterschiedlich. War im

Kleinhirn beim Vergleich von Untersuchungen mit Sonden, welche die Gesamtheit der mRNA

aller GABAB1 Rezeptoren nachwies, kein Unterschied aufgefallen, so überwog die Expression der

GABAB1A Rezeptor mRNA in der Körner- und Molekularzellschicht der Ratte bei weitem die der

GABAB1B Rezeptor mRNA, was im deutlichen Kontrast zur etwa gleichhohen Expression beim

Menschen steht.

Generell war festzustellen, dass mRNA der GABAB1A Rezeptor Variante im Gehirn der Ratte im

Vergleich zum Menschen einen höheren Anteil an den GABAB1 Rezeptoren insgesamt ausmachte.

Dieser phylogenetische Unterschied ist auch deswegen bemerkenswert, da beim Menschen

während der fetalen Gehirnentwicklung eine höhere Expression von GABAB1A Rezeptoren im

Vergleich zum adulten Gehirn nachgewiesen werden konnte (Calver et al. 2000). Von der

Tendenz her betrachtet spiegelt die ontogenetische Entwicklung der GABAB1A Rezeptor mRNA

Expression demnach den phylogenetische Expressionsunterschied wieder.

Auch der Vergleich des relativen Expressionsniveaus der GABAB2 Rezeptor mRNA im

menschlichen Gehirn mit Veröffentlichungen im ZNS der Ratte (Durkin et al. 1999; Clark et al.

2000) zeigte ausgehend von einer ähnlich starken Expression im Cerebellum ebenso vergleichbar

hohe Expressionswerte im Thalamus und einer gemeinsamen sehr niedrigen Ausprägung von

GABAB2 Rezeptor mRNA Expression im Striatum und Globus pallidus beider Spezies.

Unterschiedlich war hingegen die Expression im Cortex und Hippocampus, welche beim

Menschen ein niedrigeres Niveau aufwies.

Die Immunoreaktivität für GABAB1 Rezeptor Protein fiel im Gehirn der Ratte in der CA2- und

CA3-Region des Ammonshorns, im Nucl. caudatus, im Putamen und im Globus pallidus deutlich

niedriger aus (Margeta-Mitrovic et al. 1999), als dies im menschlichen Gehirn beobachtet werden

konnte. Die quantitativen Unterschiede im Kleinhirn bezüglich der GABAB1 Rezeptor-

Immunoreaktivität beruhen auf einem im Cerebellum der Ratte beobachteten sektoral-

differenzierten Muster (Margeta-Mitrovic et al. 1999; Fritschy et al. 1999). Das humane

Cerebellum weist eine derartige Aufteilung nicht auf und exprimiert in den untersuchten

cerebellär-hemishäralen Querschnitten dieses Rezeptor-Protein in gleichbleibender Ausprägung.

Wesentlich ähnlicher erscheint die Expression von GABAB2 Rezeptor-Protein im Gehirn des

Menschen und der Ratte. Hier konnte im Vergleich nur eine etwas schwächere Ausprägung in

den thalamischen Kernen und der Lamina III des präfrontalen Cortex sowie ein Fehlen von

GABAB2 Rezeptor-Immunoreaktivität in den großen cholinergen Interneuronen des Striatums

und Globus pallidus bei der Ratte (Charles et al. 2001) bei sonst identischem Expressionsmuster

festgestellt werden.

Nicht nur in der neuronalen Expression von GABAB Rezeptoren zeigen sich Unterschiede

zwischen Ratte und Mensch, auch in der Astroglia des Menschen konnte in deutlich stärkerem

Maße und wesentlich häufiger Transkripte bzw. Rezeptor-Proteine beider GABAB Rezeptoren
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nachgewiesen werden. Besonders zeigte sich dies am Beispiel der Bergmann-Glia des humanen

Kleinhirns, in welcher GABAB1 Rezeptoren deutlich nachweisbar waren, wohingegen diese

Rezeptoren in der Ratte dort nicht exprimiert werden (Bischoff et al. 1999; Margeta-Mitrovic et

al. 1999; Charles et al. 2001).

Zusammenfassend ist, trotz einer weitverbreiteten Expression der GABAB Rezeptoren im Gehirn

des Menschen wie auch der Ratte von unterschiedlichen Expressionsstärken im Cortex,

Hippocampus und den Basalganglien auszugehen. Dies trifft in besonderem Maße für die

Expression von mRNA der GABAB1 Rezeptor Splice-Varianten zu.

Dieser Umstand sollte bei der Interpretation von Ergebnissen aus Versuchen an Ratten zur

humanen Neuropathologie und -pathophysiologie beachtet werden. Nötigenfalls müssen die

Befunde aus derartigen Tiermodellen durch Versuche an Primaten und vor allem durch post

mortem Untersuchungen an Gehirnen von Erkrankten erhärtet werden, wie dies beispielsweise

zur Aufklärung der Rolle von GABAB Rezeptoren beim Morbus Parkinson geschehen ist

(Versuche an Ratten: de Groote et al. 1999; Johnston und Duty 2003; Versuche an Primaten:

Calon et al. 2000, 2001; humane post mortem Untersuchung: Calon et al. 2003).

5.4. Ausblick

Durch die fortschreitende Aufklärung der molekularen Struktur und Funktion der GABAB

Rezeptoren ist die Forschung auf diesem Gebiet beflügelt worden. Dies äußert sich nicht zuletzt

in der steigenden Zahl an Publikationen zu Tiermodellen und vereinzelten human-pathologischen

Untersuchungen zu bestimmten neurologischen Erkrankungen. Ein Schwerpunkt liegt hier in

der weiteren Aufklärung der pathophysiologischen Bedeutung von GABAB Rezeptoren bei den

verschiedenen Formen der Epilepsie und neurodegenerativer Erkrankungen.

Die weite Verbreitung der GABAB Rezeptoren im Gehirn des Menschen, bei unterschiedlicher

und zum Teil auch entgegengesetzter Funktionsweise verdeutlicht die Notwendigkeit, zukünftig

bei der Durchführung von Experimenten zur Pathophysiologie vermehrt den pharmakologischen

und molekularbiologischen Subtypen der GABAB Rezeptoren Aufmerksamkeit zu schenken.

Dies würde nicht nur zum besseren Verständnis von pathophysiologischen Prozessen beitragen,

sondern auch die Möglichkeit eröffnen, pharmazeutische Angriffspunkte klarer zu definieren, um

eventuell in der Zukunft durch GABAB Rezeptor-wirksame Substanzen eine vergleichsweise

größere Wirkung bei reduziertem Nebenwirkungsprofil zu erzielen.

Bislang wurden große Anstregungen unternommen, die unterschiedlichen pharmakologischen

Befunde an GABAB Rezeptoren auf die molekularbiologische Subtypen dieser Rezeptoren (z.B.

Splice-Varianten) zurückzuführen. Es ist jedoch noch nicht gelungen GABAB Rezeptor-Agonisten

bzw. -Antagonisten zu synthetisieren, welche spezifisch nur an prä- bzw. postsynaptisch

lokalisierten GABAB Rezeptoren binden oder überwiegende Affinität zu GABAB Rezeptor-

Dimeren besitzen, welche nur von bestimmten Splice-Varianten gebildet werden.
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Ein weiterer pharmazeutischer Ansatz besteht in der Entwicklung von allosterischen

Modulatoren der physiologischen Stimulation von GABAB Rezeptoren. Erste Studien mit

derartigen Modulatoren aus den Substanzklassen der Phenylamine und der Nitropyrimidine

zeigten bereits eine bis zu 200%ige Steigerung der Stimulierbarkeit von GABAB Rezeptoren (Kerr

et al. 2002; Urwyler et al. 2003). Dieser Effekt scheint bei einigen dieser Substanzen

hauptsächlich an präsynaptischen GABAB Rezeptoren aufzutreten, wodurch gegenüber dem

Baclofen eine selektivere Wirkung erzielt werden könnte.

Modulatorisch wirkende Substanzen sind für die GABAA Rezeptoren bereits seit Langem bekannt

und stellen in Form von Benzodiazepinen, Barbituraten und volatilen Anästhetika hochpotente

Arzneimittel dar, wodurch die Hoffnung verstärkt wird, dass auch Modulatoren an GABAB

Rezeptoren pharmazeutisch von Nutzen sein könnten.
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6. Zusammenfassung

Funktionelle GABAB Rezeptoren bestehen aus einem GABAB1/GABAB2 Rezeptor-Dimer. Diese

können sowohl prä- wie auch postsynaptisch lokalisiert sein, wobei sie auch unterschiedliche

intrazelluläre Effekte bedingen. Postsynaptische GABAB Rezeptoren bewirken die späte

inhibitorische postsynaptische Inhibition. Präsynaptisch kann dieser Rezeptortyp die

Ausschüttung von Neurotransmittern (wie Glutamat oder GABA) hemmen. Hierdurch wird,

abhängig davon welcher Botenstoff präsynaptisch vermindert freigesetzt wird, ein inhibitorischer

oder exzitatorischer Effekt vermittelt.

In den hier vorgelegten Untersuchungen wurden die Verteilungsmuster der mRNA-Transkripte

durch in situ Hybridisierung sowie der Rezeptor-Proteine durch Immunohistochemie von GABAB1

und GABAB2 Rezeptoren im menschlichen Gehirn semiquantitativ beschrieben. Beide GABAB

Rezeptoren werden in weiten Teilen des Gehirns neuronal exprimiert. Eine deutliche Diskrepanz

zwischen der Expression der GABAB1 und GABAB2 Rezeptoren zeigte sich im Striatum. Hier

waren GABAB2 Rezeptoren nur in einer Subpopulation der Neurone nachweisbar, weshalb im

Striatum nur in geringem Ausmaß von der Bildung typischer, d.h. aus einem GABAB1/GABAB2

Rezeptor-Dimer bestehenden GABAB Rezeptoren auszugehen ist.

Für die mRNA der humanen GABAB1 Rezeptoren sind bislang vier und für die GABAB2

Rezeptoren drei Splice-Varianten beschrieben worden.

Die Expression der mRNA-Splice-Varianten des GABAB1 Rezeptors (1A, 1B, 1C-hum und 1E)

wurde hier erstmals gemeinsam in den verschiedenen Regionen des menschlichen Gehirns auf

makroskopischer und zellulärer Ebene nachgewiesen. Im Vergleich der relativen

Expressionsmengen ergab sich, dass unter den mRNA-Splice-Varianten des GABAB1 Rezeptors

die GABAB1B Rezeptoren überwiegend exprimiert wurden. GABAB1A Rezeptor mRNA war ebenso

weitverbreitet, aber in geringerer Menge nachweisbar. Die Lokalisation der Transkripte von

GABAB1C-hum und GABAB1E Rezeptoren hingegen war umschriebener und lag in niedrigen Mengen

vor.

Für den GABAB2 Rezeptor konnte durch RT-PCR die Existenz der mRNA-Splice-Varianten (2A,

2B und 2C) im Gehirn des Menschen nicht nachvollzogen werden werden.

Durch den Baclofen-stimulierten [35S]GTP S-Bindungsassay wurde schließlich gezeigt, dass in

den meisten humanen Gehirnregionen, in denen GABAB1 und GABAB2 Rezeptoren exprimiert

werden, diese auch funktionelle und an G i/o-Proteine gekoppelte GABAB1/GABAB2 Rezeptor-

Dimere bilden konnten. Keine Stimulierbarkeit zeigte sich in den Basalganglien und den

zentralen und ventralen Anteilen des Thalamus, weshalb hier die abweichenden

Zusammensetzung des GABAB Rezeptor-Dimers oder einer Kopplung an andere G-Proteine

diskutiert werden muss.
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Die hier vorgestellten Daten zur Expression der GABAB Rezeptoren im Gehirn des Menschen

weichen teilweise von den für die Ratte publizierten ab. Dies trifft insbesonders für die

Expressionsstärke der GABAB1A und GABAB1B Rezeptor Splice-Varianten zu.
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7. Anhang

7.1. Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien ohne Herstellerangabe wurden von der Fa. Sigma-Aldrich bezogen.

H2Odest: AMPUWA® (Fa. Fresenius)

H2ODEPC: H2Odest wird mit 0,1%v/v DEPC (Diethylpyrocarbonat) versetzt und ca.

12 Std. gerührt, bevor es autoklaviert wird

H2OPCRgrade: hochreines H2O; auf RNAse- und DNAse-Freiheit getestet

7.1.1. Anfertigen der Gefrierschnitte / Histologie

Poly-L-Lysin-Lösung: 0,01%w/v Poly-L-Lysin in H2ODEPC

Thioninlösung: 0,05%w/v Thioninblau; gelöst in einem Puffer aus 0,1 M Essigsäure und

0,1 M Natriumacetat

7.1.2. In situ Hybridisierung

10x PBS (RNA): 1,3 M NaCl, 70 mM Na2HPO4, 30 mM NaH2PO4 in H2ODEPC

20x SSC: 3,0 M NaCl, 0,3 M Na-Citrat; pH 7,0

TdT: Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase (aus Kalbsthymus, 25U/ l;

Fa. Roche Diagnostika) Kit enthält auch den TdT-Puffer und CoCl2 (25

mM)

 [35S]dATP S: [35S]-Desoxyadenosin-5´-( -Thio-)Triphosphat (Fa. NEN Perkin Elmer)

TNES-Puffer: 140 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH 7,4), 1 mM EDTA, 0,1% SDS

Polyacrylamid-Säulen: Bio-Spin 6 Chromatography Columns (Fa. Bio-Rad)

DTT-Lösung: 1,0 M Dithiotreitol in H2ODEPC

Paraformaldehyd-Lsg.: 4%w/v Paraformaldehyd (Merck) wird in 1xPBS (RNA) für ca. 15 Min.

auf 60°C erhitzt und nach der Klärung der Lösung (was durch Zugabe

von wenigen Tropfen 1M NaOH katalysiert wird) filtriert und

abgekühlt

Hybridisierungspuffer: 50%v/v Formamide (Fa. Fluka), 10%w/v Dextran (MG>350.000g/mol;

Fa. Fluka); 5x Denhardts Lösung (Fa. Fluka), 0,6 M NaCl, 60mM Na-

Citrat, 25 mM Na3PO4, 1 mM Na4P2O7, 200 mg/l Einzelstrang-DNA

(hydrolysiert aus Lachs-Sperma), 100 mg/l Poly-Adenylat; pH 7,0

Ethanol: zur Fixierung und Lagerung der Gewebeschnitte (70 bzw. 96%) wird

100% Ethanol (unvergällt, p.A., Fa. Merck) mit H2ODEPC verdünnt
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7.1.3. RT-PCR

Trizol®: Phenol/ Guanidiniumisothiocyanat-Gemisch (Invitrogen)

Chloroform: (für die Molekularbiologie; Fa. Fluka)

Isopropanol 100%: (für die Molekularbiologie)

Oligo dT12-18: Oligonukleotid aus 12-18 Desoxy-Thymidinbasen (500 g/ml; Fa.

Invitrogen)

dNTP-Mix: gleichteiliges Gemisch aus dATP, dTTP, dGTP und dCTP (10mM; Fa.

Invitrogen)

RNase-Inhibitor: RNaseOUT® (Fa. Invitrogen)

Reverse Transkriptase: Superscript II® (Fa. Invitrogen), der Kit enthält auch 5x First-Strand

Puffer und die zur RT verwendete DTT-Lösung (0,1M)

Taq DNA Polymerase: Platinum® Taq DNA Polymerase (Fa. Invitrogen), der Kit enthält auch

10x PCR-Puffer und MgCl2-Lösung (50mM)

TAE-Laufpuffer: 0,4 M Tris-Base, 0,2 M Essigsäure, 10 mM EDTA in H2Odest

Agarosegel: 2%w/v Agarose werden in TAE-Laufpuffer aufgekocht, mit 1,0 l/100ml

Ethidiumbromid-Lösung (10mg/ml) versetzt, in die Gelkammer

gegossen und nach dem Erkalten bei Raumtemperatur verwendet

7.1.4. Oligonukleotide und Primer

Oligonukleotide zur in situ Hybridisierung von

GABAB1 Rezeptor mRNA (detektiert alle vier Splice-Varianten des GABAB1 Rezeptors)

5´-TGC TGT CAT AGT AGC CAA TCT TCT TGT AGC TGC CAC CCT G-3´

Länge: 40mer GC-Gehalt: 50,0% Tm
1: 52,8°C

GABAB1A und GABAB1E Rezeptor mRNA

5´-GGC CCT GAC TAC AGA TGC TCC GGG AGC TGC CCA CCA GAT G-3´

Länge: 40mer GC-Gehalt: 65,0% Tm
1: 59,0°C

GABAB1B Rezeptor mRNA

5´-ATG TAC ACT GCG CGC CGT TCT GAG GAG GGG TGC GGG GGG A-3´

Länge: 40mer GC-Gehalt:: 67.5% Tm
1: 60,0°C

GABAB1C-hum Rezeptor mRNA

5´-CGT TCT GAG TGT GGC GTT CGA TTC ACA CAG CGG CTG GGT G-3´

Länge: 40mer GC-Gehalt: 60% Tm
1: 56,9°C
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GABAB1E Rezeptor mRNA

5´-GGT TGG GCT GTG AGT TCT GGA TAT AAC AAT CCA TTT ATC T-3´

Länge: 40mer GC-Gehalt: 40% Tm
1: 48,7°C

GABAB2 Rezeptor mRNA

5´-ACC TCC TTG GTG AGC GGC ATG AGG CCC ATG ATG GAG AGC G-3´

Länge: 40mer GC-Gehalt: 62,5% Tm
1: 57,9°C

Glutamat-Decarboxylase 67 (GAD67) mRNA

5´-CCT GCA CAC ATC TGG TTG CAT CCT TGG AGT ATA CCC TTT TCC TTG-3´

Länge: 45mer GC-Gehalt: 48.9% Tm
1: 54,0°C

Primer zur RT-PCR von

GABAB1A und GABAB1E Rezeptor mRNA

hGBR1e sense

5´-AAC ATG ACA TCC CAG GAA TTT G-3´

Länge: 22mer GC-Gehalt:: 40,9% Tm
2: 58,9°C

hGBR1e antisense

5´-TCA GGT TGG GCT GTG AGT TC-3´

Länge: 20mer GC-Gehalt: 55,0% Tm
2: 58,0°C

GABAB2A und GABAB2B Rezeptor mRNA

hGBR2abc sense

5´-CAG CAA CGC AGA ACA GGC-3´

Länge: 18mer GC-Gehalt: 61,1% Tm
2: 58,0°C

hGBR2ab antisense

5´-TGA CTC GGA AGG AGG GTG-3´

Länge: 18mer GC-Gehalt: 61,1% Tm
2: 55,7°C

GABAB2C Rezeptor mRNA

hGBR2abc sense

5´-CAG CAA CGC AGA ACA GGC-3´

Länge: 18mer GC-Gehalt: 61,1% Tm
2: 58,0°C

hGBR2c antisense

5´-CCT GAG TGC CAT CCG AG-3´

Länge: 17mer GC-Gehalt: 64,7% Tm
2: 54,1°C

1 berechnet für die Bedingungen der ISH (nach Formel 2) für die Oligonikleotide und die
2 Bedingungen der PCR (mit Primer 5.0)
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7.1.5. Immunohistochemie

10x PBS: 1,3 M NaCl, 70 mM Na2HPO4, 30 mM NaH2PO4 in H2Odest

Fixativ: 4% Paraformaldehyd / 0,4% Pikrinsäure-Lösung

Herstellung der Paraformaldehyd-Lösung (4%) wie unter 7.2.2

beschrieben, wobei jedoch kein 1x PBS (RNA), sondern mit H2Odest

angesetztes PBS verwendet wird. Nach dem Abkühlen der

Paraformaldehyd-Lösung wird gesättigte Pikrinsäure-Lösung (4 ml/l)

zugegeben

PBSTN: 1x PBS, 0,3%v/v Triton-X, 2,5%v/v Normalserum der Ziege (Fa. Vector)

PBSN: 1x PBS, 10%v/v Normalserum der Ziege (Fa. Vector)

Primärantikörper: Meerschweinchen-IgG gegen GABAB1 bzw. GABAB2 Rezeptor-Protein

(Fa. Chemicon)

Sekundärantikörper: biotinylierter Antikörper gegen IgG des Meerschweinchens (Fa. Vector)

ABC-Komplex: Avidin-Merettichperoxidase-Komplex (Fa. Vector)

DAB-Lsg.: Diaminobenzidin-Lösung (4%w/v in 0,06%v/v H2O2; 0,2%w/v NiCl2; Fa.

Vector)

7.1.6.  [35S]GTP S-Bindungsassay

[35S]GTP S: [35S]-Guanosin-5´-( -Thio-)Triphosphat (Fa. NEN Perkin Elmer)

Assay-Puffer: 50 mM Tris-HCl, 3 mM MgCl2 , 0.2 mM EGTA, 100 mM NaCl; pH 7,4

GDP: Guanosin-Diphosphat

R-Baclofen: R-Baclofen (100 mM; Fa. Tocris) gelöst in 1 M NaOH

7.1.7. Autoradiografie

14C-Polymer-Standards: Für die kürzeren Expositionszeiten (Stunden/Tage) wurden 14C-

Standards von 0.1 bis 100 nCi/g (10 Werte) und für die längeren

Expositionszeiten (Wochen/Monate) von 30 bis 860 nCi/g (8 Werte)

verwendet (Fa. Amersham)

Entwicklerlösung GBX:  1 : 3,75 Verdünnung mit H2Odest (Fa. Kodak)

Fixiererlösung GBX: 1 : 3,75 Verdünnung mit H2Odest (Fa. Kodak)

Entwickler D19: 160 g/l werden mit 37°C warmen H2Odest versetzt und gerührt und

danach auf ca. 17°C abgekühlt (Fa. Kodak)

Fixierer RT2000: 1:9 Verdünnung mit H2Odest (Fa. Ilford)
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