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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Unter der Bezeichnung Depression werden unterschiedliche psychische Krankheiten
zusammengefallt (Siehe Tab. 1), die ca. 6-10 % der Bevolkerung betreffen. Dementsprechend
variiert auch die Symptomatik der Erkrankungen. Die Patienten kénnen ein dngstlich-
agitiertes, dngstlich-gehemmtes, apathisches oder neurasthenisch-hypochondrisches Verhalten
zeigen.

Tab. 1 Formen der Depressionen nach Kielholz.

Aus: Estler, 2000

Organische Depressionen
(z.B. senile Depressionen)

Symptomatische Depressionen
(z. B. toxische Depressionen)

Depressionen bei schizophrenen Psychosen

Endogene Depressionen
Psychogene Depressionen
Neurotische Depressionen
Erschopfungsdepressionen
Reaktive Depressionen

Klinisches Wirkprofil von Antidepressiva

Die Wirkung von Antidepressiva setzt erst etwa zwei bis drei Wochen nach Erreichen der
Volldosis ein (bei leichteren Formen gelegentlich etwas schneller). Alle Antidepressiva hellen
die depressive Verstimmung auf, wobei es eine Rolle spielt, ob die Depression Folge einer
psychischen Belastungssituation, einer neurotischen Fehlentwicklung, einer somatischen
Erkrankung oder einer genetischen Veranlagung ist. Parallel zur Verbesserung der
Grundstimmung werden auch Unruhe und Storungen von Angstwahrnehmung, Denken,

Schlaf, Appetit, der Funktionen und Wahrnehmung des Korpers positiv gedndert oder sogar
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beseitigt (Laux, 1998; Berthold, 1999; Forth et al., 2001). Die verschiedenen Antidepressiva
unterscheiden sich in der unterschiedlichen Gewichtung ihrer Wirkung und ihrem
Nebenwirkungsprofil (Miiller-Oerlinghausen, 1999; Forth et al., 2001). Schwer
antriecbsgehemmte Patienten bekommen Antidepressiva zur Verbesserung des Antriebs,
wihrend unruhig agitierte, é&ngstliche Patienten vor allem mit suizidalen Tendenzen
eher sedierende, beruhigende und angstlosende Antidepressiva benotigen (Eckert und Miiller,
1998; Forth et al.,, 2001). Dariiber hinaus konnen auch Patienten mit Angst- und
Panikstérungen, Zwangsstorungen und EBstorungen von Antidepressiva profitieren.
AuBlerdem konnen Antidepressiva als Begleittherapie bei schweren chronischen Schmerzen
wie Tumorschmerzen, diabetischer Polyneuropathie, Trigeminusneuralgie, posttraumatischem
Phantomschmerz etc. indiziert sein. In der Klinik werden Antidepressiva nicht nur
unterstiitzend in der Psychiatrie und Psychosomatik eingesetzt: Sie konnen auch bei Patienten,
die aufgrund ihrer schweren Grunderkrankung, erheblicher Schmerzen oder einer langen
Liegedauer depressiv geworden sind, die Stimmung authellen, den Schlaf verbessern, die
Gesamteinstellung zum Heilungsverlauf und auch die aktive Mithilfe bei der Rehabilitation

verbessern (Berthold, 1999; Forth et al., 2001).

Wirkungsmechanismen

Allen Antidepressiva ist gemeinsam, daf} sie in den Stoffwechsel und die Kinetik zentraler
Neurotransmitter eingreifen mit Verldangerung und/oder Verstirkung der Serotonin-Wirkung
bzw. Verldngerung und/oder Verstirkung der Noradrenalin-Wirkung (Estler, 2000; Forth et
al., 2001).

Mittels Serotonin (= 5-Hydroxytryptamin = 5-HT) erfolgt die Erregungsiibertragug an
zentralen Synapsen, deren Fasern in den Raphekernen, anderen Briickenkernen und der
Medulla oblongata entspringen und u. a. aufsteigend zum limbischen System, Hypothalamus
und zur GroBhirnrinde sowie absteigend zu den Vorder- und Hinterhdrnern des Riickenmarks
ziehen. Serotoninerge Neurone findet man auflerdem im gesamten Gastrointestinaltrakt. Das
meiste Serotonin findet sich jedoch extraneuronal in enterochromaffinen Zellen und in
Blutpldttchen. Zentrale serotoninerge Neurone tragen zur Schmerzunterdriickung, dem Schlaf-

Wach-Rhythmus, der Regulation der Korpertemperatur und der Nahrungsaufnahme, periphere
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serotoninerge Neurone zur gastrointestinalen Motilitit bei. Von den serotoninergen
Rezeptoren (5-HT1- bis 5-HT7) wurden besonders viele (bis jetzt 14) Subtypen
nachgewiesen. Als Grund fiir diese Vielfalt wird vermutet, da3 es sich bei dem Serotonin-
Rezeptor um einen in der Evolution schon sehr friihzeitig entstandenen Rezeptor handelt

(Mutschler, 1996; Forth et al., 2001).

Noradrenalin ist ein wichtiger Transmitter der postgangliondr-sympathischen Neurone sowie
zahlreicher Synapsen im Zentralnervensystem (noradrenerger Synapsen). Noradrenerge
Neurone verlaufen z.B., ausgehend von Kerngebieten im Bereich der Briicke und der Medulla
oblongata, aufsteigend zum Hypothalamus, Thalamus, limbischen System wund zur
GroBhirnrinde sowie absteigend zu den Vorder- und Hinterhornern des Riickenmarks. Im
Gehirn kommt es als Transmitter vorwiegend in Neuronen im Locus coeruleus vor und
beeinflusst sehr grundlegende Korperfunktionen wie den Schlaf-Wach-Rhythmus, die
Nahrungsaufnahme und Kreislaufregulation. Eine Verldngerung oder Verstirkung der
Noradrenalin-Wirkung ist dementsprechend hdufig von einer Reihe zentraler und auch

peripherer Nebenwirkungen begleitet (Mutschler, 1996; Forth et al., 2001).

Die tri- und tetrazyklischen Antidepressiva (TZA) wie z. B. Imipramin, Desipramin,

hemmen die neuronale Wiederaufnahme von Serotonin und/oder Noradrenalin, das in den
synaptischen Spalt freigesetzt wurde, und verldngern dadurch die Wirkung dieser Transmitter.
Da Trizyklika die Noradrenalin-Wiederaufnahme auch in der Peripherie hemmen und
zusiétzlich Rezeptoren fiir Acetylcholin, Noradrenalin und auch Histamin hemmen, haben sie
eine Reihe hidufiger und teilweise klinisch bedeutender und fiir die Patienten belastender
Nebenwirkungen: Aufgrund der anticholinergen Wirkung konnen Mundtrockenheit,
verstopfte oder trockene  Nase, = Akkommodationsstéorungen,  Obstipation  und
Miktionsbeschwerden auftreten. Noch bedeutsamer sind kardiovaskuldre Storungen wie
Blutdrucksenkung, Tachykardie und — durch Natriumkanalblockade bedingt-
Uberleitungsstérungen. (Mutschler, 1996; Estler, 2000; Forth et al., 2001).
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Selektive Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer (SSRI=Selective Serotonin Reuptake

Inhibitors) wie z. B. Fluoxetin,

haben dieselbe Hauptwirkung wie klassische TZA, wirken allerdings sehr viel spezifischer an
der neuronalen Serotonin-Wiederaufnahme der zentralnervosen Neuronen. Da sie nicht oder
nur sehr gering an Noradrenalin-, Acetylcholin- und Histaminrezeptoren binden, haben sie
eine wesentlich geringere Nebenwirkungsrate und ein zum Teil wesentlich besseres
Sicherheitsprofil (Mutschler, 1996; Estler, 2000; Forth et al., 2001).

Bei suizidalen Patienten ist zu beachten, dass unter SSRI die Stimmungsauthellung erst nach
der Aktivititssteigerung einsetzen kann, was anfinglich zu einer erhohten
Selbstmordgefahrdung fiihrt. Agitiertheit und Angst sind mit bis zu 20% die hdufigsten
Nebenwirkungen von SSRI und auch von Venlafaxin (siche unten). Geféhrlich wére es, SSRI
mit Serotonin-Agonisten wie Sumatriptan, ein Migrdane-Therapeutikum, Tryptophan, ein
Medikament zur Behandlung von Schlafstéorungen oder einem MAO-Hemmer zu
kombinieren, weil dies zu einer schleichenden, gefdhrlichen Verstirkung der
Serotoninwirkung bis hin zum bedrohlichen Serotonin-Syndrom mit Verhaltens- und
Bewusstseinsstorungen, Fieber, Magen-Darm-Beschwerden, Tremor, Myoklonien, Unruhe,
Schwindel und Organversagen fiihren kann. Deshalb ist, auch im Hinblick auf die oft sehr
langen Halbwertzeiten, beim Wechsel von einem Serotonin-aktiven Antidepressivum auf ein
anderes grundsitzlich ein mehrwochiger Sicherheitsabstand einzuhalten (Mutschler, 1996;

Estler, 2000; Forth et al., 2001).

Monoaminooxidase-Inhibitoren (MAO-Hemmer),

vermindern den Abbau von Serotonin und Noradrenalin im Gehirn. Verwendet wird heute
ganz iliberwiegend der reversible MAO-A-Hemmer Moclobemid, nicht mehr dagegen der
irreversible MAO-A/B-Hemmer Tranylcypromin, der zu teilweise schweren Blutdruckkrisen
und Schlaflosigkeit gefiihrt hatte und eine Reihe strenger didtetischer Mallnahmen forderte
(keine Tyramin-haltigen Nahrungsmittel). Doch sollen auch unter Moclobemid-Gabe keine

Sympathomimetika und Amphetamine verabreicht werden.
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Lithiumsalze (Acetat, Carbonat) sind heute vor allem zur Prophylaxe bei zyklischem
(biphasischem) Verlauf depressiver Psychosen (Zyklothymie) die Mittel der Wahl. Zur
Therapie manischer Phasen werden ebenfalls Lithiumsalze in héher Dosierung eingesetzt.
Lithium hemmt die Inositolmonophosphat-Phosphatase. Es wird weniger Inositol gebildet, das
zur Resynthese von Phosphatidylinosit-4,5-bisphosphat (PIP;) bendtigt wird, und die
Phospholipase-C-PIP,-Signaltransduktion lduft nicht mehr normal ab. Lithium wiirde
demnach die Aktivitit von Neuronen mit Phospholipase-C-PIP,.gekoppelten
Rezeptorsystemen vermindern. Der Weg von diesen neurochemischen Effekten zur
therapeutischen Wirkung ist aber unbekannt. (Mutschler, 1996; Estler, 2000; Forth et al.,
2001).

Mirtazapin blockiert den Serotonin und den Noradrenalin-Reuptake im Gehirn und wirkt
nicht nur stimmungsauthellend, sondern verbessert auch den Schlaf. Das Medikament ist
besser vertrdglich als TZA. Vermutlich greift es jedoch auch in den Stoffwechsel des
Knochenmarks ein, denn es werden gelegentlich Blutbildverdnderungen bis hin zur

Agranulozytose beobachtet (Mutschler, 1996; Estler, 2000; Forth et al., 2001).

Venlafaxin hemmt die Wiederaufnahme von Serotonin und Noradrenalin, ist aber anders
aufgebaut als andere Antidepressiva. Die Patienten klagen unter Venlafaxin haufig (bis zu
50%) unter Kopfschmerzen; auch andere Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Miidigkeit,
Schlafstérungen etc. scheinen recht haufig aufzutreten (Mutschler, 1996; Estler, 2000; Forth et
al., 2001).

Reboxetin hemmt selektiv den Noradrenalin-Reuptake und bindet an keine anderen
(adrenergen, histaminergen, muskarinergen, dopaminergen) Rezeptoren. Zentrale
Nebenwirkungen sind viel seltener als bei TZA. (Estler, 2000; Berthold, 1999; Forth et al.,
2001; Miiller-Oehrlinghausen, 1999; Laux, 1998; Eckert und Miiller, 1998; Mutschler, 1996).
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Transgene Miuse und der molekulare Wirkungsmechanismus der Antidepressiva

Antidepressiva  sind klinisch wichtige Arzneimittel, welche zur Therapie depressiver
Erkrankungen eingesetzt werden. lhre klinische Effizienz ist allgemein anerkannt, aber der
Wirkungsmechanismus der Antidepressiva ist unklar (Mutschler, 1996). Entsprechend der
sogenannten  Amin-Hypothese = erhdhen  Antidepressiva die = Konzentration von
Neurotransmittern wie Serotonin und/oder Noradrenalin im synaptischen Spalt und kdnnen so
einen bei Depression postulierten Mangel an Nordadrenalin und/oder Serotonin an kritischen
zentralen Synapsen beseitigen (Heninger und Charnay, 1987). Das Antidepressivum
Imipramin hemmt gleichermaBen die Wiederaufhahme von Noradrenalin und Serotonin;
Desipramin hemmt ganz bevorzugt die Wiederaufhahme von Noradrenalin und Fluoxetin
hemmt selektiv die Wiederaufnahme von Serotonin aus dem synaptischen Spalt in die
Nervenenden (Mongeau et al., 1997). Es besteht jedoch ein klarer Widerspruch zwischen der
raschen Erhoéhung der synaptischen Konzentration von biogenen Aminen durch
Antidepressiva und der fehlenden akuten klinischen Wirksamkeit der Antidepressiva zu
Beginn der Therapie (Heninger und Charnay, 1987). Die antidepressive Wirkung stellt sich
unter fortgesetzter Therapie erst mit einer Verzégerung von 1-3 Wochen ein (Mutschler,
1996). Dies weist auf langsame adaptativen Anderungen hin, welche der antidepressiven
Wirkung zugrunde liegen, und welche auf molekularer Ebene mit einem durch Antidepressiva
verdnderten Muster an exprimierten Genen erklart werden kdnnten (Mutschler, 1996; Duman
et al., 1999). Verdnderungen in der Expression von Genen werden auch als Ursache der
Depression diskutiert (Duman et al., 1999). Antidepressiva konnten somit die in der
Depression auftretenden Stérungen in der Expression von Genen ausgleichen.
Untersuchungen zur Wirkung von Antidepressiva auf die Transkription von Genen (und damit
deren Expression) stehen ganz am Anfang. Es ist mdglich, dall die durch die verschiedenen
Antidepressiva induzierte Wiederaufnahme-Hemmung der Neurotransmitter nur den Anfang
einer Kaskade von Ereignissen reprisentiert, die zu den neuronalen adaptativen Anderungen
und Modifikationen der synaptischen Transmission fithren. Die Wirkung von
Neurotransmittern bei der Erregungsiibertragung und Informationsverarbeitung wird
wesentlich durch die Eigenschaften der Zielstrukturen mitbestimmt. Wichtige Komponenten

der Zielstrukturen sind Neurotransmitter-Rezeptoren, Membrankandle und Second-
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Messenger-Systeme, zwischen denen vielfdltige Wechselwirkungen bestehen. Diese
beeinflussen letztlich das Membranpotential, den Metabolismus und die Genexpression der
Zielzellen, was sich in kurz- und langfristigen Verdnderungen der Aktivititsmuster
niederschligt (Kelso et al., 1992; Turecek et al., 1995; Yokoshiki et al., 1996). Im folgenden
werden wichtige Eigenschaften von Membranrezeptoren und Second-Messenger-Systemen
beschrieben und ihre Bedeutung fiir das Verhalten der Zelle aufgezeigt.
Neurotransmittersignale werden durch ionotrope und metabotrope Rezeptoren vermittelt. Die
Stimulation ionotroper Rezeptoren fithrt zu einer voriibergehenden Erhéhung der
Membranleitfahigkeit fiir bestimmte Ionen. Durch Stimulation metabotroper Rezeptoren
kommt es zur Aktivierung von Rezeptor-assoziierten Enzymen, die metabolische Prozesse im
Zellinneren anstoBen (Mutschler, 1996; Estler, 2000; Forth et al., 2001). Der Second-
Messenger Calcium in Verbindung mit Calmodulin aktiviert verschiedene intrazelluldre
Enzyme (Hanson und Schulman, 1992; Hartwig et al., 1992). Die intrazellulire Ca® -
Konzentration reguliert in Neuronen, wie in anderen Zellen, eine Fiille von physiologischen
Parametern. Zudem ist Calcium an vielen Signaltransduktionsprozessen beteiligt, die den
Informationsfluf} innerhalb einer Zelle, zwischen zwei Zellen und zwischen den Zellen eines
vernetzten Neuronenverbandes ermoglichen (Hanson und Schulman, 1992; Hartwig et al.,
1992; Finkbeiner und Greenberg, 1998). Calcium aktiviert Enzyme wie CaM-Proteinkinase,
Phosphodiesterase, Proteinphosphatase 2B (= Calcineurin) oder Adenylatcyclase (Finkbeiner
und Greenberg, 1998). Fiir eine maximale Aktivierung dieser Enzyme ist die Bindung von
vier Calcium-Ionen an das Calcium-bindenden Protein Calmodulin (CaM) erforderlich.
Calciumpermeable Kanidle konnen sowohl spannungsgesteuert als auch durch Liganden
gesteuert sein (Finkbeiner und Greenberg, 1998). Calciumkandle vom L-Typ sind unter
anderem fiir die Regulation der Genexpression verantwortlich (Deisseroth et al., 1996). Einige
metabotrobe Rezeptoren koppeln in der Zellmembran an ein stimulatorisches G-Protein (Gs).
Nach Rezeptoraktivierung stimuliert Gs eine Adenylatcyclase. Die Adenylatcyclase bewirkt
die Umwandlung von ATP zu cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP), das neben
Calcium als ein weiterer Second-Messenger betrachtet wird. Durch Bindung mehrerer
Molekiile cAMP an die regulatorische Untereinheit der Proteinkinase A (PKA) werden die
katalytischen Untereinheiten in aktiver Form freigesetzt, was zur Phosphorylierung

verschiedener Proteine fiihrt, wie z.B. den Transkriptionsfaktor (CREB) (Sassone-Corsi,
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1995). Somit stehen die adaptativen Anderungen mit der intrazelluldren Signaliibertragung in
Wechselwirkung. Einige dieser adaptativen Anderungen schlieBen Modifikationen in der
Empfindlichkeit und/oder Dichte der verschiedenen Rezeptoren ein (Schildkraut 1965;
Iversen 1975; Baker und Greenshaw, 1989; Owens und Nemeroff 1994). Es kommt nach
chronischer  Antidepressiva-Behandlung zu  einer = Hyper-Empfindlichkeit ~ von
postsynaptischen 5-HT1A Rezeptoren und Hypo-Empfindlichkeit von 5-HT1A Auto-
Rezeptoren. Es wird angenommen, daB diese adaptativen Anderungen mit der
Antidepressiva-Wirkung in  Wechselbeziehung stehen (De Montigny et al., 1990). Die
Dichte der 5-HT2 Rezeptoren nimmt nach chronischer Behandlung mit typischen
Antidepressiva ab, wihrend die Elektroschock-Behandlung (ECS, electroconvulsive) die
Anzahl bestimmter 5-HT Rezeptor-Subtypen erhoht (Peroutka und Snyder, 1980; Biegon und
Israeli, 1987). Es ist bekannt, daB andere Nicht-5-HT-Rezeptoren fiir chronische
Antidepressiva-Behandlung eine Empfindlichkeit zeigen, wie beta-Adreno-Rezeptoren und
auch alpha-2-Adreno-Rezeptoren, GABAg-, dopaminerge, Muscarin-, und Glucocorticoid-
Rezeptoren (Baker und Greenshaw, 1989; Seckl und Fink, 1992; Skolnick et al., 1996).
Friihere Befunde legten nahe, da die Verzdgerung der Antidepressiva-Wirkung mit
adaptativen Anderungen zu tun haben (Lesch und Manji, 1992; Wong et al., 1996). Diese
adaptativen Anderungen sind vermutlich durch verschiedene Transkriptionsfaktoren
vermittelt. Transkriptionsfaktoren sind Proteine welche nach Aktivierung/Phosphorylierung
durch intrazelluldre Signale spezifische DNA-Sequenzen binden, die in den regulatorischen
Abschnitten der Zielgene lokalisiert sind. Eines der am besten untersuchten responsiven
Elemente in der Genpromotor-Region ist das CRE (cyclic AMP response element). CRE,
welches u. a. die transkriptionelle Aktivitét der c-AMP-aktivierten Proteinkinase A vermittelt,
wird von einer Transkriptionsfaktoren-Familie erkannt, zu der nicht nur CREB (cAMP
response element binding protein) gehort, sondern auch ATF1 (activating transcription factor
1) und CREM (CRE modulator protein) (Foulkes und Sassone-Corsi, 1996; Walton and
Dragunow, 2000). Das CRE hat die palindromische Consensus-Sequenz TGACGTCA und
wurde urspriinglich im Somatostatin-Promotor identifiziert (Sassone-Corsi, 1995; Montminy,
1997). CREB  (43-kD), das zu der  basic-domain-leucine-zipper  (bZip)
Transkriptionsfaktorenklasse gehort, ist ein kernstindiger Transkriptionsfaktor, welcher

durch eine Vielzahl von extrazelluldren Botenstoffen und Wachstumsfaktoren reguliert wird.
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Das CREB Protein kommt in drei gespleiiten Isoformen vor (alpha, beta, und delta), welche
verschiedene FEigenschaften und bekannte Regulationen haben. CREB ist an der
transkriptionellen Kontrolle zahlreicher Gene (als Homodimer) beteiligt und viele dieser Gene
werden ziemlich rasch exprimiert, wenn die cytoplasmatische cAMP- oder Ca*'-
Konzentration sich erhoht (Walton and Dragunow, 2000). CREB/ATF Protein besteht aus
folgenden funktionellen Doménen: einer Leucinzipper-Doméne, welche Dimerization
vermittelt, einer basischen DNA-bindenden Doméne und der
transkriptionsaktivierenden Domine, welche wichtige Phosphorylierungsstellen — besitzt
(Walton und Dragunow, 2000). Sowohl CREB-327 als auch das 14 Aminosduren lingere
CREB-341 werden durch die Phosphorylierung einer bestimmten Aminoséure, das Serin-119
im CREB-327 bzw. das Serin-133 im CREB-341, aktiviert. Die transkriptionelle Aktivitat
von CREB ist von seiner Phosphorylierung an Ser-119 (in CREB-327) abhéngig und dies
geschieht durch die Proteinkinase A (Gonzalez und Montminy, 1989), sowie durch andere
Kinasen wie die Ca*'-aktivierte Calmodulin-Kinase, die ribosomale S6 Kinase 2, oder die
mitogen-aktivierte protein-kinase-aktivierte Proteinkinase 2 (Beiter-Johnson und Millhorn,
1998). Der Mechanismus, durch den die Phosphorylierung von CREB zu einer Steigerung der
transkriptionellen Aktivitdit CREB-regulatorischer Gene fiihrt, ist unklar; jedoch wird
angenommen, daB diese Modifikationen konformationelle Anderungen induzieren, welche
CREB von einer inaktiven zu einer aktiven Form konfigurieren (Brindle et al., 1993;
Gonzalez et al., 1991). Damit kann phospho-CREB die Transkription durch Rekrutierung von
Co-Aktivatoren wie CREB-binding Protein (CBP) erhéhen (Chrivia et al., 1993; Kwok et al.,
1994). Chronischer StreB ist in der Atiologie der affektiven Depressionen verwickelt
(Redmond und Huang, 1979; Charney et al., 1993; Abercrombie und Zigmond, 1995). Viele
StreB-Tiermodelle wurden angewandt, um ein Tiermodell der endogenen Depression zu
produzieren (Katz, 1981). Antidepressiva waren in der Lage, chronisch StreB-induzierte
Verhaltensdefizite und physiologische Anderungen reversibel zu beinflussen (Katz et al.,
1981). Diese Befunde legten nahe, dall der unvorhersehbare chronische Stre3 (Katz, 1981)
beziiglich des Verhaltens, der Physiologie und auch der Pharmakologie Ahnlichkeit zu der
klinischen Krankheit zeigt und als Tiermodell der humanen Depression niitzlich ist. Die
auslosenden Faktoren, die in einigen Tiermodellen der Depression eingesetzt werden, wie

elektrischer Schock, kalter Schwimmtest, Heif3- und Schiittel-Test (Katz, 1981; Katz. et al.,
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1981), haben kaum Ahnlichkeit zu Ursachen, die die humanen Depressionen induzieren. Es
ist bekannt, dal die Depressions-Entwicklung bei Menschen von emotionalen negativen
Stress-Faktoren abhingt (Kudryavtseva et al., 1991). Bei dem hier angewandten Tiermodell
der Depression (siche 2.29) wurden sozial signifikante Faktoren, wie Zusammenleben der
Mause, sich gegenseitig sehen, horen, riechen und gegeneinander kdmpfen, beriicksichtigt.
Dies fiihrte zu der Entstehung von dominanten und submissiven Méusen. Diese waren dem
vermuteten sozialen (emotional negativ) Stre3, der den Depressionen bei den Menschen
dhnlich sein konnte (Valdman und Poshivalov, 1980; Kudryavtseva, 1987;
Kudryavtseva, 1988; Kudryavtseva und Bakshtanovskaya, 1988; Kudryavtseva und
Bakshtanovskaya, 1989; Kudryavtseva und Sitnikov, 1988; Kudryavtseva et al., 1991)

ausgesetzt.

In der vorliegenden Dissertation wurde auf der Grundlage der Arbeitshypothese gearbeitet,
dal der Transkriptionsfaktor CREB oder eng verwandte Proteine (ATF1, CREMT)
Anderungen der Genexpression in Antwort auf Antidepressiva vermitteln. Dazu sollte
untersucht werden, ob Antidepressiva die CRE-vermittelte Transkription in vivo verdndern.
Fir diesen Zweck sollten 4xCRE-Luc-transgene Maéuse hergestellt werden, die das
Luciferase-Reportergen unter der Kontrolle von 4 Kopien eines CREs tragen. Da
Antidepressiva typischerweise nur bei depressiven Patienten stimmungsauthellend wirken,
nicht jedoch bei Gesunden, sollte an einem Tiermodell der Depression untersucht werden, ob
die CRE-vermittelte Transkription in diesem Tiermodell der Depression verdndert ist und ob
diese Verdnderung durch Behandlung mit Antidepressiva korrigiert werden kann. Zu diesem
Zweck wurden die 4xCRE-Luc-transgenen Maiuse einem dauerhaften unvermeidbaren
psychosozialen Strel (Depressionsmodell) ausgesetzt. Die dem psychosozialen Strel3
ausgesetzten Tiere wurden daraufhin dauerhaft (3 Wochen) mit dem Antidepressivum
Imipramin behandelt. Aulerdem wurde die Wirkung einer akuten Imipramin-Behandlung
bzw. dauerhafter Imipramin-, Desipramin- und Fluoxetin-Behandlung auf die CRE-vermittelte
Transkription in nicht dem psychosozialen Strefl ausgesetzten Tieren untersucht. Zur Messung
der CRE-vermittelten Transkription in vivo wurde das jeweilige Gewebe prépariert,

homogenisiert und Reportergen-Aktivitit gemessen.
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2. Material und Methoden

Die in der vorliegenden Arbeit benutzten Geridte und Materialien, welche hier nicht aufgefiihrt
sind, werden in den entsprechenden Methodenkapiteln beschrieben. Die unter den Punkten 2.2
bis 2.31 beschriebenen Methoden orientieren sich, wenn nicht anders angegeben, an

Vorschriften, die dem Laborhandbuch von Sambrook et al. (1989) entnommen wurden.

2.1. Chemikalien

Chemikalien, die nicht gesondert aufgefiihrt sind, wurden von der Firma Merck (Darmstadt)

bezogen und waren analysenrein.

Imipramin-HCl Sigma, Miinchen
Fluoxetin-HCL Sigma, Miinchen
Desipramin-HCI Sigma, Miinchen
Veratridin Sigma,Miinchen
Tetrodotoxin(TTX) Roth, Karlsruhe

BSA Sigma, Miinchen
Luciferin Sigma, Miinchen
Luciferase Assay Kit/ Berthold Detection Systems
Substrat A/B Pforzheim

Athanol Baker, Deventer, NL
Agarose GIBCO/BRL, Karlsruhe
Ammoniumacetat Fluka, Neu-Ulm
Aprotinin Sigma, Miinchen

ATP Boehringer, Mannheim
Bacto-Agar Difco, Detroit, USA

Bio-Rad Protein Assay

Bromphenolblau

Chloroform

Dextransulfat Mw ~ 500.000/m/ = 0,5

Bio-Rad, Miinchen
Sigma, Miinchen
Baker Deventer, NL

Pharmacia, Freiburg
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DEPC
Dimethylformamid
Dithiothreitol
DMEM-Medium

10x Earle's (EBSS, fliissig, ohne NaHCOs3)

Ethidiumbromid
Formaldehyd (37%)
Formamid

Glycerin

10x Hank's

40x HEPES
Hyaluronidase
Hypnodil
Intergonan (PMS)
Klenow-Polymerase
Leupeptin

Mineralol

37,5x Natriumhydrogencarbonat
300x Natriumpyruvat
NTP

dNTP

Orange G

PBS

Penicillin G K-Salz
Pepstatin

Phenol

PMSF

Predalon (hCG)
Proteinase K

Restriktionsenzyme

Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Biochrom, Berlin
GIBCO/BRL, Karlsruhe
Sigma, Miinchen

Fluka, Neu-Ulm

Fluka, Neu-Ulm
GIBCO/BRL, Karlsruhe
GIBCO/BRL, Karlsruhe
GIBCO/BRL, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
Sigma, Miinchen
Vemie, Kempen
Pharmacia, Freiburg
Sigma, Miinchen

Fisher Scientific, Fair Lawn,
USA

GIBCO/BRL, Karlsruhe
GIBCO/BRL, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Sigma, Miinchen
Biochrom, Berlin
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
GIBCO/BRL, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Organon, Oberschleilheim
Boehringer, Mannheim

Boehringer, Mannheim
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GIBCO/BRL, Karlsruhe

New England Biolabs
Pharmacia, Freiburg
SDS Serva, Heidelberg
Streptomycinsulfat Sigma, Miinchen
Tag-Polymerase Amersham, Braunschweig
T4-DNA-Ligase Boehringer, Mannheim
X-Gal Biomol, Ilvesheim

2.2 Puffer und Losungen

Die angegebenen Losungen wurden nach Sambrook et al. (1989) angesetzt; die Chemikalien
wurden in bidestilliertem Wasser gelost und bei Bedarf autoklaviert oder sterilfiltriert (sieche

2.5).

Denaturierungslosung (FISH) 70% Formamid (deion.)
2x SSC
pH 7,0

Denhardt's Losung 1% Rinderserumalbumin
1% Polyvinylpyrrolidin
1% Ficoll 400

dNTP-Mix 300 uM dATP
300 uM dCTP
300 uM dGTP
300 uM dTTP

Ethidiumbromid 10 mg/ml H,O

Féarbelosung I mg/ml X-Gal
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hCG-Ldsung

Hyaluronidase-Losung

Hybridisierungslosung |

Klenow-Puffer (10x)

Lysis-Puffer I

Lysis-Puffer I

5 mM K;3Fe(CN)g
5 mM K Fe(CN)g
2 mM MgCl,

gelost in PBS (1x)

1 Ampulle Predalon (500 IU) auf
10 ml Ringer-Losung

10 mg/ml Hyaluronidase Frakt.
IV-S (bov. Testis) in M 2-
Medium

50% Formamid

5x SSC

1x Denhardt's Losung
5% Dextransulfat

31 mM KH,PO4
0,25% SDS

500 mM Tris-HCI pH 7,5
200 mM DTT

50 mM Tris-HCI ph 8,0
100 mM EDTA
0,5% SDS

50 mM Tris-HCI pH 8,0
20 mM NaCl

1 mM EDTA

1% SDS
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Master-Mix

Mikroinjektionspufter

Neutralisierungslésung

Paraformaldehyd (4%)

PBS-Puffer (1x)

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt

PMS-Losung

Ringerldsung

SSC-Puffer (20x; pH 7,0)

Stop-Mix I

20% Dextransulfat
2x SSC

10 mM Tris pH 7,4
0,2 mM EDTA

1 M Tris pH 5,5
3 M Na(Cl

4 g Paraformaldehyd
auf 100 ml mit PBS (1x)

140 mM NaCl

2,5 mM KCl

8,1 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,

1 Ampulle Intergonan (1000 IU)
auf 20 ml Ringer-Losung

9,00 g NaCl
42 g KCl
25 g CaClz auf 1000 ml H,O

3 M NaCl

0,3 M Trinatriumcitrat

0,01 M EDTA
0,01% Orange G
15% Ficoll 400
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Stop-Mix 6x

TAE-Puffer (50x; pH 7,8)

TBE-Puffer (5x)

TE-Puffer (10x)

TNE-Puffer

Waschlosung 1

Waschlosung I1

2.3 Medien

DMEM-Medium

Die angegebene Menge DMEM-Pulver wurde
zunidchst in H20 geldst und sterilfiltriert.

30% Glycerin
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol

2 M Tris (pH 8,0)
1 M Natriumacetat

50 mM EDTA (pH 8.0)

445 mM Tris-HCI pH 8,2
445 mM Borsiure
10 mM EDTA

100 mM Tris-HCI pH 8,0
10 mM EDTA

10 mM Tris-HCL, pH 8,0
100 mM NacCl
1 mM EDTA

2x SSC
0,1% SDS

0,2x SSC

DMEM-Pulver 13 g
NaHCOs3 3 g
H20 ad 1000 ml
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M 2-Medium

M 16-Medium

2.4 Gebrauchswaren

5 ml 10x Hank's

1,25 ml 40x HEPES

165 ul 300x Na-Pyruvat
250 pul 1M NaOH

500 pl Penicillin (6 g/1) /
Streptomycin (5 g/1)

200 mg BSA

auf 50 ml mit Ampuwa

1 ml 10x Earle's

270 pl 37,5x NaHCOs3
33 ul 300x Na-Pyruvat
100 pl Penicillin (6 g/1) /
Streptomycin (5 g/1)

40 mg BSA

auf 10 ml mit Ampuwa

Nicht gesondert aufgefiihrte Gebrauchswaren wurden von den Firmen Schiitt und Krannich,

Gottingen, bezogen.

Borosilikatglaskapillaren

Einmalfilter Minisart NML

Einmalpipetten

Hybond C - Nitrocellulose

Mikroinjektionskapillaren

Hilgenberg, Malsfeld

Sartorius, Gottingen

Falcon, Becton, USA

Amersham, Braunschweig

Clark, Pangbourne Reading, UK
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Einmalfilter HY 0.45 pm Millipore, Morlsheim
Petrischalen Falcon, Becton, USA
Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg
Reaktionsgefilie Eppendorf,Hamburg
Rontgenfilme Amersham, Braunschweig
Zellkulturflaschen Greiner, Niirtingen
Zentrifugengefalle Beckman, Miinchen

2.5 Sterilisation

Losungen, Puffer und Medien wurden bei Bedarf entweder fiir 20 Minuten bei 120°C und 1,3
x10° Pa autoklaviert oder mit entsprechenden Einmalartikeln sterilfiltriert. Gebrauchswaren
wurden ebenfalls autoklaviert oder bei 220°C fiir 12 Stunden hitzesterilisiert.

2.6 Apparatur zur Mikroinjektion

Die Mikroinjektionsanlage bestand aus folgenden Komponenten:

Invers-Mikroskop mit Nomarski-Optik (Zeiss, Gottingen)

Mikromanipulator fiir die Injektionspipette und Mikroinjektor mit dazugehorigem

Kompressor (Eppendorf, Hamburg)

Mikromanipulator fiir die Haltepipette und Mikrometerspritze (Bachofer, Reutlingen)
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Horizontaler Pipettenpuller (Bachofer, Reutlingen)

Mikroschmiede (De Fonbrune, Bachofer, Reutlingen)

2.7 Priaparation von Nukleinsiuren

2.7.1 Isolierung genomischer DNA aus Gewebe

Mit der folgenden Methode nach Hogan et al. (Hogan et al., 1986) lieB sich DNA aus
Schwanzgewebe von Méusen gewinnen. Dazu wurde ca. 1 cm einer Schwanzbiopsie in 700 pl
Lysis-Puffer, versetzt mit 35 pl Proteinase K-Losung (10 mg/ml H,0), unter Schiitteln bei
55°C iiber Nacht inkubiert. Es folgten zwei Extraktionsschritte mit jeweils gleichem Volumen
Phenol bzw. Phenol/Chloroform (1:1), wobei der Uberstand unter Vermeidung von
Interphase-Debris mit abgeschnittenen Eppendorf-Spitzen in neue Eppendorf-Cups
transferiert wurde. Nach Zugabe von 0,1 Vol 3 M Natriumacetat (pH 6,0) und 1 Vol Athanol
(100%) und kurzem Schiitteln fiel die DNA bereits sichtbar aus. Nach kurzem
Abzentrifugieren und Entfernen des Uberstands wurde zweimal mit 1 ml 70%igem Athanol
gewaschen und anschlieBend im Speedvac kurz getrocknet. Die DNA wurde in 80-100 pl
IxTE-Puffer liber Nacht geldst, der Ertrag lag bei 80-150 pg.

2.7.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren
Durch Messung der Absorption von geldsten Nukleinsduren bei bestimmten Wellenldngen
mittels eines Spektralphotometers (Hewlett Packard Typ 8452 A) konnte deren Konzentration
berechnet und auf ihre Reinheit riickgeschlossen werden.

Es wurden folgende MeBpunkte aufgenommen:

320 nm: Absorptionsminimum fiir DNA und RNA
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280 nm: Absorptionsmaximum fiir Proteine
260 nm: Absorptionsmaximum fiir DNA und RNA
230 nm: Absorptionsmaximum fiir aromatische Substanzen und Salze
Durch Einsetzen der MeBwerte in die Formel
¢ = (Ea60 - E320) x fx K ¢ = Konzentration (pug/ul)
E260 = Meflwert bei 260 nm
Ez20 = MeBwert bel 320 nm
f = Verdlinnungsfaktor
K = Konzentrations-
koeffizient (ng/pl)
unter Beriicksichtigung der verschiedenen Konzentrationskoeffizienten fiir:
-doppelstrangige DNA: 0,05 pg/pl
-RNA/einzelstrangige DNA: 0,04 pg/ul
-Oligonukleotide: 0,03 pg/ul
erfolgte dann die Konzentrationsberechnung. Durch die Ermittlung des Quotienten
OD260:0Dyg¢ lieB sich zudem die Reinheit der Pridparation beurteilen; er sollte bei DNA-
Losungen zwischen 1,6-1,8 und bei RNA-Losungen zwischen 1,8-2,0 liegen.

2.8 Enzymatische Modifikationen von Nukleinsiuren

2.8.1 DNA-Restriktionsverdau
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DNA-Molekiile lassen sich durch bakterielle Restriktionsendonukleasen, die fiir sie
spezifische Nukleotidsequenzen (4-8 bp) erkennen, spalten. Beim Restriktionsverdau machten
die Restriktionsenzyme und die von den Herstellern mitgelieferten 10xRestriktionspuffer
jeweils 10% des Gesamtvolumens aus, die restlichen 80% bestanden aus der DNA-L&sung
und Wasser. Vektor- bzw. Vektor/Insert-DNA (1-10 pg) wurde normalerweise in einem
Reaktionsvolumen von 20-30 pl mit einem 2-5fachen Verhiltnis UnitSgyym:pgpna fiir 2
Stunden bei entsprechender Temperatur inkubiert. Genomische DNA (10-20 pug) wurde in
einem Reaktionsvolumen von 100 pl mit einem 10fachen Enzym-Uberverdau bei
entsprechender Temperatur iiber Nacht inkubiert. Der Verdau wurde durch die Zugabe von

0,1-0,2 Vol Stop-Mix I abgestoppt und seine Vollstandigkeit auf einem Agarosegel iiberpriift.

2.9 Radioaktive Markierung von Nukleinsiuren

2.9.1 Markierung von DNA durch "random priming"

Mittels des von Feinberg und Vogelstein (1983) entwickelten Verfahrens, wobei
einzelstringige DNA, vergleichbar der cDNA-Synthese, mit einem Oligoprimer-Gemisch,
entsprechenden dNTPs und Klenow-Enzym zu einem doppelstringigen Fragment ergénzt
wird, lassen sich DNA-Sonden von hoher spezifischer Aktivitit (5x10° dpm/pug DNA)
erzeugen ("Megaprime' V"-Kit Amersham, Braunschweig). Beim "Megapriming" wurden 25-
50 ng DNA, x pul H,O (auf 50 pul Endvolumen berechnet) und 5 pl Primer-Solution [d(N)e] im
Wasserbad gekocht und anschlieBend fiir 2 Minuten auf Eis gestellt. Nach kurzem
Abzentrifugieren wurden 10 pl Reaktionspuffer, 5 pl [0->*P]-dCTP (50 pCi) und 2 pl
Klenow-Enzym addiert und 1-2 Stunden bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 3 ul 0,5 M EDTA (pH 8,0) abgestoppt, zur Féallung der DNA wurden 11 pul tRNA (Hefe;
10 mg/ml), 11 ul 3 M Natriumacetat (pH 6,0), 35 pl H,O und 300 pl Athanol (100%)
hinzugefiigt und fiir 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation von 15 Minuten
bei 4°C und 12000 UpM wurde das DNA-Pellet mit 70%igem Athanol gewaschen, kurz bei
37°C getrocknet und in 200 ul H,O geldst. Die radioaktive Markierung wurde durch Messung
von 1 pl Probe, aufgenommen in 4 ml Szintillationsfliissigkeit, in einem B-Szintillationszéhler

(Beckmann LS 1801, Miinchen) iiberpriift. Die hier verwendete Sonde wurde aus dem
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Plasmid pT81 (Nordeen, 1988; Oectjen et al., 1994) mit Xbal geschnitten und mit dem Easy
Pure Kit gereinigt (DNA Purification Kit Easy Pure, Biozym).

2.10 Radiochemikalien

Von ICN Biomedicals GmbH (Meckenheim) wurden die radioaktiv markierten Nukleotide (a-
32P)-dCTP (spezifische Aktivitdt: 3000 Ci/mmol) bezogen.

2.10.1 Bestimmung der Radioaktiviat

Die Radioaktivitit 3?P-markierter Sonden wurde mit Hilfe eines Szintillationszihler
(Beckmann LS 1801, Miinchen) nach Angaben des Herstellers bestimmt. Hierzu wurden 1 pl
des markierten Oligonukeotids in 4 ml Szintillations-Fliissigkeit (Quicksafe A, Zinser

Analytic, Frankfurt) gemessen.

2.10.2 Autoradiograhpie

Die Autoradiographie von Nitrocellulose-Filter des Southern Blots (**P-markierte DNA)
erfolgte in Rontgen-Kassetten mit Verstirkerfolie (Kodak X-Omatic, Stuttgart) unter
Verwendung von Rontgenfilmen (Hyperfilm MP, Amersham, Braunschweig). Die
Auotradiographie erfolgte bei —80°C fiir 1-14 Tage. Nach der Exposition wurden die
autoradiographierten Filme fiir 2-3 Minuten in Rontgenentwickler (LX 24, Kodak, Stuttgart)
inkubiert und danach im Rontgenfixierbad (AL 4 Kodak, Stuttgart) fixiert, mit Wasser

gewaschen und anschlieend getrocknet.

2.11 Gelelektrophorese, Isolierung und Transfer von Nukleinséduren

2.11.1 Horizontale Agarose-Gelelektrophorese (Sambrook et al., 1989)

Fiir die Uberpriifung von Restriktionsverdauungen genomischer DNA und die

GroBenkontrolle von  PCR-Fragmenten st diese Art von nicht-denaturierender
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Elektrophorese besonders geeignet. Es wurden Gele mit 30-100 ml Vol in einer
Horizontalkammer (Bio-Rad Gels; Miinchen) mit 1x TAE-Puffer als Gel- und Laufmittel
verwendet. In Abhédngigkeit von dem aufzutrennenden Fragmentbereich (Sambrook et al.,
1989) variierte die Agarose-Konzentration zwischen 0,8-2,5% (w/v). Es wurde fiir die Gele
bei genomischer DNA 0,8% w/v, und bei PCR-Kontrollen 1% w/v Agarose verwandt. Hierzu
wurde die Agarose in IXTAE-Puffer in einem Mikrowellenherd aufgekocht, nach kurzem
Abkiihlen mit EtBr (siehe 2.2) versetzt und in einen Geltrdger gegossen. Zur Beschwerung der
Proben, und zur Markierung der Lauffront im Gel wurden die Proben vor dem Auftragen mit
1/6 Vol 6x Stop-Mix versetzt. Die Gelelktrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung
von 100 V. Nach der Elektrophorese wurden die Gele mit Hilfe eines UV-Transilluminators
(254 oder 366 nm) angeschaut und soweit erforderlich mit einer Polaroidkamera oder einer

Geldokumentationanlage photographiert (siche 2.13).

2.11.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Der verwendete "QIAEX gel extraction kit" (Qiagen, Diisseldorf) ermdglicht mit einem hohen
Wirkungsgrad die Aufreinigung von DNA-Fragmenten (45 bp - 45 kb) aus TAE-
Agarosegelen. Dabei bindet die DNA bei hoher Salzkonzentration an eine spezielle Silikatgel-
Matrix, wihrend Proteine und andere Verunreinigungen nicht gebunden werden; die DNA
wird dabei nicht geschert. Das entsprechende DNA-Fragment wurde aus einem TAE-
Agarosegel unter UV-Licht mit einem Skalpell herausgeschnitten, gewogen und mit der
3fachen v/w Menge QX 1 Puffer (3 M Na-Jodid; 4 M NaClOy4) versetzt. Dann wurde die
Probe solange geschiittelt, bis die Agarose sich gelost hatte. Es wurden 10 pl QIAEX-Matrix
hinzugegeben, und nach kurzem Vortexen wurde die Probe fiir 10 Minuten bei 50°C
inkubiert. Nach einer Zentrifugation von 1 Minute bei RT und 12000 UpM (Eppendorf 5415
C) wurde das Pellet 2x mit 500 pl des Hochsalzpuffers QX 2 gewaschen, um restliche
Agarose zu entfernen. Darauf folgten 2 Waschschritte mit jeweils 500 ul kaltem QX 3-Puffer,
um die Salze zu entfernen. SchlieBlich wurde das Pellet kurz getrocknet, es wurden 20 pl
Ampuwa addiert und der Ansatz unter Schiitteln 5 Minuten bei RT inkubiert. Nach dieser
Elution und einem erneuten Zentrifugationsschritt befand sich die DNA im Uberstand, der in

ein neues Cup transferriert wurde. Der Elutionsvorgang wurde wiederholtund die
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Uberstinde gepooled. Qualitit und Konzentration der DNA wurden auf einem Gel

abgeschitzt.

2.11.3 Transfer von DNA aus Agarosegelen

Durch das Kapillarblotting nach Southern (1975) werden elektrophoretisch aufgetrennte
Nukleinsduren auf Nitrocellulose- oder Nylon-Membranen {ibertragen. Nach der
Elektrophorese wurde das Gel zwecks Bildung von DNA-Einzelstrangen fiir 30 Minuten in
500 ml Denaturierungslosung gegeben und danach mit der gleichen Menge
Neutralisierungslosung fiir 45-60 Minuten unter gelegentlichem Schiitteln neutralisiert. Die
Blotting-Apparatur wurde aus einer mit 20x SSC gefiillten Fotoschale und 2 Lagen
Whatmanpapier, die in die Losung eintauchten, konstruiert. Nach Beendigung der
Neutralisierung wurde das Gel auf das Whatmanpapier gelegt und die Rédnder mit
Kunststoffolie abgedichtet. Nach vorherigem Einweichen in 2x SSC wurden jetzt noch auf das
Gel die Nitrocellulose (Hybond™-C extra; Amersham, Braunschweig) und 2 Lagen
Whatmanpapier luftblasenfrei aufgelegt und mit 2 Paketen Einmal-Handtiichern und einem
Gewicht von ca. 500 g beschwert. Nach 1-2 Tagen wurde der Blot abgebaut, der
Nitrocellulose-Filter markiert, vom Gel abgezogen und kurz in 2x SSC gewaschen, um
Agarosereste zu entfernen. SchlieBlich folgte die Fixierung der DNA auf dem Filter entweder
durch Backen des Filters im Vakuumofen fiir 2 Stunden bei 80°C oder durch UV-Crosslinking
(UV Stratalinker 1800, Stratagene; Auto-Crosslink-Programm).

2.12 Hybridisierung radioaktiv markierter Sonden an membrangebundene

Nukleinsiuren

Das fixierte Nitrocellulose-Filter wurde fiir 15 Minuten in 2x SSC eingelegt und dann in eine
Hybridisierungsrohre iiberfiihrt. Dazu wurden 15 ml Hybridisierungslosung I und 250 pl
hitzedenaturierte Lachsspermien DNA (10 mg/ml) gegeben; der Filter wurde dann zur
Vorhybridisierung 3-4 Stunden bei wiederum von der Anwendung abhingigen Temperaturen
von 50°C-72°C im Rollerofen inkubiert. Kurz vor Beendigung der Vorhybridisierung wurde

die radioaktiv markierte Sonde (siehe 2.9.1) zusammen mit 250 ul Lachsspermien-DNA fiir 5
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Minuten im Wasserbad gekocht, fiir 2 Minuten auf Eis gestellt und danach in das
Hybridisierungsrohre pipettiert. Die Hybridisierung lief dann bei  der gleichen Temperatur
iiber Nacht, am ndchsten Tag wurde der Filter wie folgt gewaschen: nach Abgieen der
Hybridisierungslosung wurde der Filter fiir 15 Minuten in 500 ml 2x SSC bei RT eingelegt
und danach in die Waschlosung I {tberfiihrt, deren Temperatur ca. 2-3°C unter der
Hybridisierungstemperatur lag. Lie sich die per Handmonitor (Berthold, Bad Wildbad)
meBbare Hintergrundstrahlung des Filters nicht auf 1-2 Bg/cm® reduzieren, wurde der Filter
bei gleicher Temperatur in der stringenten Waschlosung II gewaschen. Nach Lufttrocknung
fir ca. 1 Stunde wurde der Filter in Haushaltsfolie eingeschweiit und in eine
Rontgenfilmkassette (Kodak X-Omatic, Stuttgart) eingeklebt. Nach Auflegen eines
Rontgenfilms (Hyperfilm MP, Amersham, Braunschweig) wurde der Filter je nach

Signalstérke fiir wenige Stunden bis zu mehreren Tagen bei -80°C exponiert.

2.13 Nachweis von Nukleinsiuren im analytischen Maf3stab

2.13.1 Ethidiumbromidfirbung in Agarosegelen

Der Fluoreszenzfarbstoff EtBr (siehe 2.2) interkaliert zwischen den Basen der Nukleinsiuren,
die den Farbstoff akkumulieren und damit im UV-Licht durch dessen Fluoreszenz sichtbar
werden. Der Zusatz des EtBr erfolgte direkt bei Herstellung des Gels zur fliissigen
Agaroselosung (siehe 2.11.1). Die Dokumentation der Gele erfolgte unter UV-Licht von 254
oder 366 nm (UV-Kontaktlampe Chromo 42, Vetter GmbH, Wiesloch) durch Photographieren
mit einer Sofortbildkamera (Quick, Shooter IBI; USA; Polaroidfilm Typ 667, Polaroid-
Cooperation, Cambridge, USA) oder mit Hilfe einer Geldokumentationsanlage (Herolab
E.A.S.Y., Wiesloch).

2.14 Amplifikation von spezifischen DNA-Fragmenten und Transkripte mittels
der''Polymerase Chain Reaction" (PCR)

Durch die PCR-Methode konnen kleinste DNA-Mengen exponentiell amplifiziert werden, so

daB nach der PCR molekularbiologische Techniken wie Markierung oder Sequenzierung
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spezifischer DNA-Fragmente, fiir die mehr Ausgangsmaterial benotigt wird, durchgefiihrt
werden konnen. Eine  typische PCR, fir  die neben einer thermostabilen =~ DNA-
Polymerase sequenzspezifische Oligonukleotid-Primer erforderlich sind, besteht aus der
Wiederholung von 30-40 Zyklen, die jeweils die 3 Schritte: Denaturierung der DNA,
Anlagerung der Oligonukleotid-Primer und Elongation der DNA-Stringe beinhalten. Dadurch
wird die spezifische DNA-Sequenz um einen Faktor > 10° vermehrt, wodurch eine weitere

Bearbeitung moglich wird.

2.14.1 PCR an genomischer DNA

Fiir die PCR an genomischer DNA wurde ca. 0,5 pug Template-DNA eingesetzt. Da die
Reaktion duBerst anfillig fiir Kontaminationen ist, wurden die Eppendorfgefifle einer UV-
Bestrahlung unterzogen (Stratalinker, Auto-Crosslink-Programm). Eine typische PCR wurde

wie folgt zusammenpipettiert:

x ul Template-DNA

5 ul Tag-Polymerase-Puffer (10x; Amersham, Braunschweig)
8 ul ANTP-Mix (je 300 uM; Boehringer, Mannheim)

2,5 ul "upstream"-Primer (25 pmol)

2,5 pl "downstream"-Primer (25 pmol)

0,5 pl Tag-Polymerase (4,5 U/ul; Amersham, Braunschweig)
x ul H,O

50 ul Gesamtvolumen

Fiir die PCR-Reaktionen wurde ein Biometra TRIO-Thermoblock mit Deckelaufsatz (110°C)

eingesetzt.

Ix Denaturierung bei 95°C fiir 10 Minuten
dann 30x:

Denaturierung bei 94°C fiir 1 Minute
Annealing bei 58°C fiir 1 Minute
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Extension bei 72°C fiir 2 Minuten
(5 Sekunden Verldngerung bei jedem Zyklus)

1x Extension bei 72°C fur 5 Minuten

Nach der PCR wurde ein Aliquot des Ansatzes auf einem horizontalen Agarosegel (siche

2.11.1) analysiert.

2.14.2 PCR aus Gewebe

Zur Uberpriifung der Transgenitiit bei Miusen war es moglich, eine kleine Gewebeprobe von
Ohr oder Schwanz nach kurzer Aufarbeitung in einer PCR einzusetzen. Dazu wurde das
Gewebe nach der Biopsie in 20 pl Lysis-Puffer II (UV-sterilisiert) aufgenommen und nach
Hinzufiigen von 1 pul Proteinase K-Losung (20 pg/ul) unter gelegentlichem Vortexen fiir 30
Minuten bei 55°C inkubiert. Danach wurde der Ansatz auf 200 ul Gesamtvolumen mit
Ampuwa aufgefiillt und fiir 5 Minuten gekocht. In der PCR (siehe 2.14.1) wurde schlieBlich 1

ul des Ansatzes als Template eingesetzt.

2.14.3 Verwendete PCR Primer

Luc-up

5'-CGC CAT TCT ATC CTC TAG AGG-3'

Luc-down

5'-CTG ACG CAG GCA GTT CTA TGC-3'

mur-betaglobin-up

5'-CCA ATC TGC TCA CAC AGG ATA GAG AGG GCA GG-3'
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mur-betaglobin-down

5'-CCT TGA GGC TGT CCA AGT GAT TCA GGC CAT CG-3'

2.15 Bestimmung der Proteinkonzentration

Um die Ergebnisse miteinander vergleichen zu kénnen, war es notig, die Proteinkonzentration
der einzelnen Gewebeextrakten zu ermitteln. Dies wurde nach der Methode von Bradford
(1976) mit Hilfe des Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Miinchen) durchgefiihrt. Der Bio-Rad-
Farbstoff wurde dabei 1:5 mit H,O verdiinnt und tiber Minisart-Einmalfilter (0,2 um; Sarstedt,
Gottingen) filtriert; dann wurden jeweils 280 ul des Farbstoffs mit 20 upl eines
Proteinstandards bzw. 20 pl einer Probe in einer Mikrotiterplatte gemischt. Die
Proteinstandardlosung (10 mg/ml) wurde aus Rinderserumalbumin (BSA) hergestellt, die
Eichreihe umfafite Konzentrationen von 0-20 pg/20 pl. Die Proben wurden vor Einsatz in den
Assay 1:20 verdiinnt, so dal3 sich aus der Eichkurve direkt die Konzentration pg/ul ablesen
lieB (Kinetic microplate reader, Molecular Devices, MWG-Biotechnology; Soft max
Programm). Die Messungen erfolgten als 3fach-Bestimmungen in einem Microplate Reader

Type 450 (Bio-Rad, Miinchen) bei 550 nm.

2.16 Art und Herkunft der verwendeten Mauslinien

2.16.1 Mauslinien

Maiuse der Stimme NMRI und CB6F1 wurden von der Firma Charles River Wiga (Sulzfeld)
oder aus dem institutseigenen Tierstall bezogen und bei allen Versuchen wurden nur die
minnlichen Tiere eingesetzt. Die Tiere wurden in einem Hell-Dunkel-Rhythmus von jeweils
12 Stunden bei einer Temperatur von 22°C gehalten. Die Mause hatten freien Zugang zu

Futter und Wasser. Unabhdngige Linien der hergestellten 4xCRE-Luc-transgenen Méuse sind

als 32.3, 32.7 und 38.1 bezeichnet.

2.17 Methoden zur Herstellung der transgenen Mause 4xCRE-Luc
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Wird neue genetische Information in somatische Gewebe oder die Keimbahn der Maus
eingeschleust, so werden die entstandenen Tiere als transgen bezeichnet (Palmiter und
Brinster, 1985). Die dafiir am hédufigsten und am erfolgreichsten verwendete Methode ist die
direkte Mikroinjektion von DNA in den Vorkern einer befruchteten Maus-Eizelle (Gordon et
al., 1980). Derart behandelte Eizellen werden in die Eileiter pseudoschwangerer Mause
reimplantiert; nach der Geburt wird der Wurf dann mittels DNA-Hybridisierung oder PCR auf
Transgenitdt getestet. Die im folgenden beschriebenen Methoden orientieren sich an dem
Handbuch von Hogan et al. (1986). Gebrauchsmaterialien wie OP-Besteck und
Blockschdlchen wurden mit einem fiir Zellkultur geeigneten Detergenz gespiilt und nach
intensivem Nachspiilen mit Wasser iiber Nacht hitzesterilisiert; die zum Oocyten-Transfer
hergestellten Pasteurpipetten wurden ebenfalls hitzesterilisiert. Die Arbeiten zur Herstellung

der transgenen Méause wurden von Herrn S. Beimesche mit meiner Mitarbeit durchgefiihrt.

2.17.1 Vasektomie

Um bei weiblichen Miusen den Zustand der Scheinschwangerschaft zu erzeugen, muflten
diese mit sterilen Méannchen verpaart werden. Die Sterilitdt wurde bei den Méannchen durch
eine Vasektomie herbeigefiihrt. Dazu wurden fertile CB6F1-Ménnchen (dunkle Fellfarbe) im
Alter von 8-10 Wochen mit Hypnodil betdubt; pro 10 g Korpergewicht wurden 150 pl
Hypnodil-Losung (1:10 mit 0,9% NaCl verdiinnt) intraperitoneal injiziert. Die Maus wurde
auf den Riicken gelegt, der Bauch wurde mit 70%igem Athanol desinfiziert, und in Hohe der
Oberschenkel wurde der Bauchraum mit einem ca. 1,5 cm breiten Querschnitt gedffnet. Mit
einer Pinzette wurde ein Hoden an dem anliegenden Fettpolster aus der Bauchhdhle gezogen;
der Samenleiter lieB sich an dem parallel verlaufenden Blutgefd3 identifizieren. Mit einer
chirurgischen Nadel wurde doppelt genommene medizinische Seide durch das Mesenterium
unterhalb des Samenleiters gezogen, und es wurden im Abstand von ca. 5 mm zwei Knoten
gemacht. Zwischen diesen beiden Ligaturen wurde der Samenleiter mit einer Schere
durchgetrennt. Nach Wiederholung der Prozedur mit dem anderen Samenleiter wurden die
Hoden wieder in der Bauchhohle orientiert, und die H&Aute wurden mit einer Pinzette
aneinandergelegt und mit Wundklammern verschlossen. Der Schnitt wurde mit Wundpuder

versorgt, und die Maus wurde bis zum Aufwachen auf eine Warmeplatte (37°C) gelegt. Die
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Sterilitdt des Méannchens wurde nach ca. 10 Tagen  durch Verpaarung mit 2 NMRI-
Weibchen (weifle Fellfarbe) getestet.

2.17.2 Superovulation

Um fir die Mikroinjektionen die maximale Zahl fertilisierter Eizellen zur Verfiigung zu
haben, wird die Ovulation liber die hormonelle Stimulierung der weiblichen Versuchstiere
mittels PMS (wirkt als FSH-Analogon) und hCG (wirkt als LH-Analogon) synchronisiert.
Unter natiirlichen Umstdnden ovulieren Méduse bei einem konstanten Hell-Dunkel-Rhythmus
alle 4-5 Tage ungefihr 3-5 Stunden nach Einsetzen der Dunkelperiode. Das jeweilige Ostrus-
Stadium 148t sich dabei anhand der Vaginalschleimhaut nur bedingt sicher einordnen. Diese
Unsicherheit 148t sich durch die Gabe von PMS und hCG bei gleichzeitiger Erh6hung der
Ovulationsrate beseitigen. Die Hell-/Dunkelphasen im Stall waren 1:1 von 7-19 Uhr
eingestellt. 3 Tage vor der Oocyten-Isolierung wurde 6-8 weiblichen NMRI-Méusen zwischen
14-16 Uhr 100 pul PMS-Losung (5 IU) intraperitoneal gespritzt. 46-48 Stunden spiter wurde
den Tieren dann 100 pl hCG-Loésung (5 IU) injiziert, und jeweils 1-2 Weibchen wurden zu
einem fertilen NMRI-Miénnchen in den Kéfig gesetzt. Am darauffolgenden Morgen wurden
die Weibchen auf einen Vaginalpfropf hin untersucht, der aus agglutiniertem Protein der
Samenfliissigkeit des Maéannchens besteht und ein sicheres Indiz fiir eine vollzogene

Verpaarung ist.

2.17.3 Gewinnung befruchteter Oocyten

Erfolgreich verpaarte Weibchen wurden durch Genickbruch getdtet. Nach Freilegung der
Bauchhohle wurden die Eingeweide zur Seite geschoben und ein Uterushorn vorsichtig mit
der Pinzette vorgezogen. Nach Durchtrennung der Mesenterien wurde das Ovidukt mit einem
Schnitt zwischen Ovidukt und Ovar und einem weiteren Schnitt im oberen Uterusbereich
isoliert und in ein Blockschélchen mit 1 ml M 2-Medium (37°C) {iberfiihrt. Mit dem anderen
Ovar wurde ebenso verfahren; unter dem Stereomikroskop wurden jetzt die noch im Cumulus
oophorus befindlichen Oocyten aus der Ampulle des Ovars isoliert, indem das Ovar mit einer

Pinzette gegen den Boden des Blockschélchens gedriickt wurde und mit einer zweiten Pinzette
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die Ampulle angeritzt wurde. Zur Entfernung der Cumuluszellen wurden 30 pl
Hyaluronidase-Losung addiert, und der Ansatz wurde fiir 1-2 Minuten auf der Wérmeplatte
(37°C) inkubiert. Unter dem Stereomikroskop wurde die Freisetzung der Oocyten {liberpriift,
dann wurden diese moglichst schnell mit Mundschlauch und daran angeschlossener
Pasteurpipette (per Hand iiber dem Bunsenbrenner ausgezogen; hitzesterilisiert) in ein neues,
mit vorgewdrmtem M 2-Medium gefiilltes Blockschélchen transferiert. Dieser Waschvorgang
wurde noch 2x wiederholt, dann wurden die Oocyten kurz in ein Blockschidlchen mit M 16-
Medium und schlieBlich in eine 35 mm-Gewebekulturschale iiberfiihrt, die 3 Tropfen M 16-
Medium, iiberschichtet mit leichtem Mineralol (Fisher Scientific), enthielt. Die Oocyten
wurden in einem dieser Tropfen bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank bis zur Mikroinjektion

gelagert.

2.17.4 Vorbereitung der DNA fiir die Mikroinjektion

Das zur Mikroinjektion vorgesehene DNA-Fragment (Skizze 1) wurde durch einen
Restriktionsverdau aus dem Vektor isoliert (sieche 2.8.1; Nordeen, 1988; Oetjen et al., 1994;
Schwaninger et al., 1995b), aus einem Agarose-Gel isoliert (sieche 2.11.2) und mit
Mikroinjektionspuffer auf eine Konzentration von 1-2 ng/ul ( Brinster et al., 1985) eingestellt;
nach Filtration iiber einen Millipore-Filter (Typ HY, 0,45 um) wurde die DNA bei -20°C
gelagert. Direkt vor der Injektion wurde die DNA 15 Minuten bei 12000 UpM zentrifugiert.
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5-Ende 3-Ende

| CRE [ CRE| CRE | CRE | |-> Luciferase

-81
K +52

gatcCTICCTTGGCICGACCICAGAGAGAGAGTA  SCRE(-58/-31)

Skizze 1: Struktur des Luciferase-Reportergens 4xSCRET81Luc (Schwaninger et al.,
1995b). Das verwendete Reportergen steht unter der Kontrolle von vier Kopien eines
Oligonukleotids mit der CRE-Sequenz des Somatostatingens der Ratte. Das CRE-Oktamer ist
unterstrichen. In  Klammern ist die Lage des Oligonukleotids relativ zum
Transkriptionsstartpunkt im Somatostatingen angegeben. Die Kleinbuchstaben kennzeichnen
den GATC-Uberhang. TK: Thymidin-Kinase; SCRE: Somatostatin cAMP responsives
Element; CRE: cAMP responsives Element.

2.17.5 Herstellung von Halte- und Injektionspipetten

Fiir die Herstellung der Haltepipetten wurden Kapillaren aus Borosilikatglas verwendet. Ca.
10 cm lange Abschnitte wurden in der Mitte bei kleiner Flamme iiber dem
Alkoholbrennererhitzt; bei einsetzender Glasschmelze wurde die Kapillare aus der Flamme
genommen, per Hand ausgezogen und gebrochen. Sofern die Kapillaren an der Spitze eine
gerade Bruchkante und einen Durchmesser von 80-120 um aufwiesen, wurden sie auf einer
Mikroschmiede (De Fonbrune, Bachofer, Reutlingen) weiterbearbeitet. Unter mikroskopischer
Kontrolle wurde die Kapillarspitze iiber dem glithenden Platin-Iridiumdraht rund und auf eine
Offnungsweite von 10-20 pm zugeschmolzen. Die fertigen Haltepipetten wurden staubfrei
aufbewahrt. Die Injektionspipetten wurden aus Borosilikatglas-Kapillaren mit einem
Innenfilament (Clark, UK) hergestellt. Die 10 cm langen Kapillaren wurden direkt vor der
Mikroinjektion auf einem horizontalen Pipettenpuller (Bachofer, Reutlingen) derart

ausgezogen, dall der Durchmesser der Spitze kleiner als 1 um war.

2.17.6 Durchfiihrung der Mikroinjektion
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Bei der Mikroinjektion mufite unter einem Invers-Mikroskop (siehe 2.6), ausgestattet mit
einem LD (long distance)-Kondensor, gearbeitet werden. Zusétzlich war das Mikroskop zur
besseren Kontrastierung der Oocyten-Pronuclei mit einer Differential-Interferenz-Kontrast-
Optik nach Nomarski ausgeriistet; die VergroBerung des Okulars betrug 10x, die der
Objektive 10x, 20x und 40x. Zur Mikromanipulation wurde fiir die Injektionspipette ein
motorgesteuerter Manipulator von Eppendorf (Hamburg) eingesetzt, der direkt am
Mikroskoptisch befestigt wurde; die Steuerung erfolgte iiber ein Bedienungspult mit Joystick.
Die gefiillte Injektionspipette war iiber einen luftgefiillten Schlauch mit einem Mikroinjektor
(Eppendorf, Hamburg) verbunden, der mittels eines angeschlossenen Kompressors konstante
Halte-, Injektions- und Spiildriicke aufbauen konnte. Die Haltepipette wurde, nachdem sie mit
einer Transferpipette von hinten mit M 2-Medium gefiillt worden war, an ein mit leichtem
Mineraldl gefiilltes Schlauchsystem angeschlossen, das am anderen Ende zur Regulation des
Unter-/Uberdrucks mit einer Mikrometer-Spritze verbunden war. Die Manipulation der
Haltepipette erfolgte nach Einspannen in den Manipulator (Bachofer, Reutlingen) fiir die
Grobeinstellung manuell und fiir die Feineinstellung motorisch. Die Apparatur ist unten
dargestellt. Fiir einen Mikroinjektionsdurchgang wurde eine Injektionspipette von hinten mit
der DNA-L6sung (siehe 2.17.4) gefiillt, die sich iiber Kapillarkraft an dem Innenfilament in
die Spitze bewegte; die Fiillung war an der Ausbildung eines Meniskus zu erkennen. Danach
wurde ein Hohlschliff-Objekttrager mit leichtem Mineraldl gefiillt; mit einer Transferpipette
wurde vorsichtig ein Tropfen M 2-Medium (ca. 20 pl) unter das Ol plaziert, in den dann 15-20
Oocyten aus dem Gewebekulturschilchen (siehe 2.17.3) libertragen wurden. Danach wurde
der Objekttrager auf dem Kreuztisch des Mikroskops fixiert, und die Oocyten wurden bei
kleinster VergroBBerung fokussiert. Die Haltepipette wurde manuell und motorisch auf
Oocyten-Ebene eingestellt, und iiber die Erzeugung eines leichten Unterdrucks wurde eine
Oocyte fixiert. Nun wurde die Injektionspipette in die Arbeitsebene bewegt; der eingestellte
Haltedruck lag in der Regel bei 150-400 hPa. Diese Druckstirke bewirkte normalerweise
schon ein leichtes Ausstromen der DNA-Losung, so dall die Applikation eines speziellen
Injektionsdrucks nicht notwendig war. Nach Wechseln auf die nidchsthohere VergrofBerung
wurde die Durchldssigkeit der Kapillare kontrolliert, indem man die Injektionspipette auf eine
nichtfixierte Oocyte richtete und kurz einen Spiildruck von 1500 hPa aufbaute; die Oocyte

sollte sich dann bewegen. Jetzt wurden die Oocyten bei 400facher VergroBerung unter



2. Material und Methoden 34

Verwendung der Nomarski-Optik nacheinander injiziert, durch Benutzung des Kreuztisches
konnte eine Sortierung in injizierte/nichtinjizierte Oocyten leicht vorgenommen werden. Beim
eigentlichen Injektionsvorgang wurde die Oocyte an der Haltepipette so orientiert, dal3 einer
der Pronuclei peripher der Injektionspipette zugewandt war. Nach genauer Fokussierung
dieses Pronucleus wurde die Spitze der Injektionspipette auf die gleiche Ebene eingestellt.
Jetzt wurde vorsichtig die Zona pellucida und die Oocytenmembran durchbohrt und dann in
den Pronucleus hineingestochen; ein Anschwellen des Pronucleus war ein Indiz fiir eine
erfolgreiche Injektion. Wurde allerdings beim Entfernen der Injektionspipette Kernmaterial
mitherausgezogen oder stromte Ooctenplasma in den perivitellinen Spalt, lysierte die Oocyte
bald darauf und war fiir einen Retransfer nicht verwendbar. Nach der Injektion wurden die
Oocyten in M 16-Medium gewaschen und bis zum Retransfer wieder bei 37°C/ 5% CO; in
einem Tropfen M 16-Medium unter Ol aufbewahrt. Bei einer Mikroinjektionssitzung wurden
im Durchschnitt 60-100 Oocyten injiziert, von denen ungefdhr 50% die Injektion

unbeschédigt iiberstanden.

Mikroinjektionsanlage

Aus: Internet www.singer.ch/ivfatl2.htm

2.17.6.1 Kontrollversuch mit dem Konstrukt 6WTKlacZ
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Kultivierung, Fixierung und Farbung der Blastozysten: Aufgrund der besseren
Kultivierungsraten wurde das Konstrukt 6WTKlacZ bei diesem Experiment, das der
Uberpriifung der Injektionsmethode diente, in Pronuclei von CB6F1-Oocyten injiziert. Nach
der Injektion wurden die Oocyten fiir 3-4 Tage in Tropfen von M16-Medium unter Ol bei
37°C und 5% CO; bis zum Erreichen des Blastocysten-Stadiums inkubiert. Dann wurden die
Blastocysten zweimal in PBS (1x) gewaschen und fiir 10 Minuten bei 4°C in 0,25%
Glutaraldehyd fixiert. Es folgte ein Féarbeschritt von 12-36 Stunden in Farbelosung bei 37°C

Die Mikroinjektion war erfolgreich, Ergebniss ist hier nicht gezeigt (Schéler et al., 1989).

2.17.7 Retransfer mikroinjizierter Oocyten

Fiir den Retransfer wurden 2-3 Monate alte NMRI-Weibchen eingesetzt, die zeitlich parallel
mit den Oocyten-Spendertieren mit den vasektomierten CB6F1-Minnchen verpaart worden
waren. Bei erfolgreicher ~ Verpaarung (Kontrolle iiber den Vaginalpfropf) wurde so in
den Weibchen der Zustand der Scheinschwangerschaft induziert. Da eine hormonelle
Stimulation die Implantation der retransferierten Oocyten ungiinstig beeinflussen wiirde,
wurde darauf verzichtet und stattdessen die Zahl der pro Versuch eingesetzten Weibchen auf
15 erhoht, um mit statistischer Wahrscheinlichkeit 2-3 erfolgreiche Verpaarungen zu
bekommen. Vor dem eigentlichen Retransfer mufiten jeweils 10-20 Oocyten in einer
Retransferpipette aufgenommen werden; diese wurde durch Ausziehen einer Pasteurpipette
per Hand iiber einem Alkoholbrenner hergestellt. Sie muflite eine glatte Bruchkante und einen
Durchmesser von ca. 150 um haben. Zunédchst wurde die Retransferpipette mit leichtem
Mineral®6l gefiillt, dann wurden in dieser Reihenfolge eine Luftblase, etwas M 2-Medium, eine
weitere Luftblase und schlieBlich die Oocyten (perlschnurartig; in M 2-Medium)
aufgenommen. So prépariert, wurde die Retransferpipette bis zur Benutzung
erschiitterungsfrei auf Plastilin gelagert. Die Operation wurde mit der Betdubung der Maus
(siehe 2.17.1) eingeleitet. Dann wurde nach Desinfektion des entsprechenden Fellbereichs mit
70%igem Athanol auf dem Riicken in Hhe des letzten Rippenbogens 1 cm seitlich versetzt
zur Wirbelsdule die Oberhaut mit einem Querschnitt (ca. 1 cm) gedffnet. War das Ovar
(orange) bzw. das anhingende Fettpolster (weill) sichtbar, wurden ebenfalls die Unterhédute

geoffnet und das Ovar mit einer Pinzette an dem Fettpolster herausgezogen und auf dem
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Riicken mit einer GefaBBklemme derart fixiert, dafl das Ovidukt gut erkennbar war. Unter dem
Stereomikroskop wurde die Lage der Oviduktéffnung, des sog. Infundibulums, und der
Ampulle bestimmt. Dann wurde die Bursa, eine Membran, die Ovar und Ovidukt umschlief3t,
mit einem Tropfen Adrenalin zur Durchblutungsverminderung betraufelt. Nach vorsichtigem
EinreiBen der Bursa mittels zweier Feinpinzetten wurde das Infundibulum mit einer
Feinpinzette gehalten, wihrend die Spitze der Retransferpipette langsam in das Infundibulum
eingefiithrt wurde. Jetzt wurden die in der Retransferpipette geladenen Oocyten vorsichtig
ausgeblasen, bis in der Ampulle eine Luftblase als Indiz eines erfolgreichen Retransfers
sichtbar war. Nach Entfernen der GefaB3klemme wurden Ovar, Ovidukt und Uterus mit einer
stumpfen Pinzette wieder in die richtige Korperlage gebracht, danach wurden die einzelnen
Héute mit einer Pinzette zusammengehalten und mit einer Wundklammer verschlossen. Bei
Bedarf wurde ein zweiseitiger Retransfer durchgefiihrt. Nach Abschlufl des Eingriffs wurde
die Wunde mit Wundpuder versorgt und die Maus bis zum Nachlassen der Narkose auf die
Wirmeplatte (37°C) gelegt. Eine erfolgreiche Implantation der Oocyten wurde durch Wiegen
der Foster-Mutter an den Tagen 10 und 15 nach dem Retransfer iiberpriift.

2.17.8 Markierung und Analyse der erzeugten Tiere

Nach erfolgreich verlaufener Schwangerschaft wurden die Nachkommen (Fy-Generation) im
Alter von 17-21 Tagen von der Mutter entwdhnt und nach Geschlecht getrennt. Bei dieser
Gelegenheit wurde den Tieren zwecks Gewinnung von DNA (siehe 2.7.1) eine
Schwanzbiopsie (ca. 1 cm) entnommen und gleichzeitig zur Unterscheidung der einzelnen
Tiere, diese durch kleinen Schnitt am Ohr des jeweiligen Tiers markiert. Die Transgenitit
wurde durch Southern-Blot (siche 2.11.3) mit anschlieBender DNA-Hybridisierung (siche
2.12) bzw. durch PCR (siehe 2.14.1) getestet.

2.18 Computerunterstiitzte Analyse von Sequenzdaten

Zur Ermittlung von Restriktionsschnittstellen, Auffinden definierter Sequenzen und &hnlichen

Anwendungen wurde das Anwendungsprogramm "DNA Star" der Firma DNA Star Inc.
(Madison, Wisconsin, USA) benutzt.
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2.19 Messung der Luciferase-Aktivitit im Gehirn und Peripherie

4xCRE-Luc-transgene Miduse wurden durch cervicale Dislokation getotet. Sofort danach
wurden die entsprechenden Organe dem Tier entnommen und entweder:

Homogenisiert (sieche 2.27) und die Luciferase Aktivitdt gemessen (siche 2.28) oder

Native Schnitte aus dem Gehirn angefertigt (sieche 2.22; 2.23; 2.24 und 2.25), homogenisiert
(siehe 2.27) und die Luciferase Aktivitit gemessen (siche 2.28) oder

Kryoschnitte aus dem Gehirn angefertigt und mit Luciferase-Assay-Substrat A und B bedeckt
und die Lumineszenz-Signale anschlieBend mit einer gekiihlten ,,slow scan® CCD-Kamera

gemessen (siche 2.20).

2.20 Nachteule (Night Owl LB 981), Systembeschreibung

2.20.1 Aufbau und Funktion einer CCD-Kamera

Der Name CCD steht fiir ,charge-coupled device®. Es handelt sich um einen
lichtempfindlichen Sensor der in der Lage ist, Licht {iber einen ldngeren Zeitraum zu sammeln
und zu speichern. Sobald Photonen auf die Sensor Oberfliche treffen, werden im CCD-Chip
Elektronen abgegeben und in den Zellen des CCD-Chips gespeichert. Ein CCD-Chip besteht
aus Tausenden von einzelnen Zellen (Pixel). Je mehr Photonen auf ein Pixel auftreffen, desto
mehr Elektronen werden frei. Ein CCD-Chip besteht aus Halbleitermaterial welches
entsprechend gefertigt wurde um auf den Einfall von Licht zu reagieren. Aufgrund der enorm
hohen Empfindlichkeit des CCD-Chips, konnen die Belichtungszeiten erheblich kurz
ausfallen. Das fertige CCD Bild kann direkt per Computer verdndert und weiter verarbeitet

werden und damit komfortable Auswertung der CCD-Aufnahme.

2.20.2 Einsatz und Arbeitsweise

Night Owl LB 981 ist ein Imaging-System fiir Lumineszenzmessungen, mit dem Aufnahmen
im Makro- wie im Mikrobereich iiber einen grofen Intensititsbereich gemacht und
ausgewertet werden konnen.

Night Owl LB 981 besteht aus folgenden Komponenten:
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Das Aufnahmegerit enthélt die Bewegungsmechanik mit Kamera und Objektiv sowie die
Elektronik. Durch die hochauflésende CCD-Kamera, die hermetisch vakuumgekapselt ist und
mit einem Peltierelement auf —73 °C gekiihlt wird (Standard-Auflésung: 230 mm x 150 mm)
und das spezielle 25 mm hochgedffnete Objektiv 0,95 wird eine hohe Empfindlichkeit und
Bildqualitdt gesichert. Die Steuerung des Aufnahmesystems und die Bildverarbeitung und
Auswertung erfolgt tiber das Softwaresystem Win Light. Es ist eine Windows-Applikation, die
praktisch das ganze Spektrum der Bildverarbeitungsfunktionen enthilt. Das zugehorige
Rechnersystem besteht aus einem Pentium-Rechner mit Kamera-Interfac einem
hochauflosenden Bildschirm. Die Bildausgabe kann auf jedem Windows-Drucker (Laser- oder

Tintenstrahldrucker) oder wahlweise auf einem Videoprinter erfolgen.

2.21 Herstellung von coronaren und sagittalen Kryoschnitten

Die transgenen Méuse 4xCRE-Luc wurden durch cervicale Dislokation getotet. AnschlieBend
wurde das Gehirn prapariert und in eine 8cm-Zellkulturschale mit eiskaltem 1x PBS gegeben.
Das Gehirn wurde, um das Gewebe beim Einfrieren vor Eiskristallen zu schiitzen, in
Isopentan (5ml/20ml-Becherglas) getaucht. Das Becherglas wurde langsam in fliissigen
Stickstoff getaucht, bis das Praparat gefroren war. Anschliefend wurden mit einem auf —26°C
vorgekiihlten Mikrotom 40um dicke coronare und sagittale Schnitte angefertigt. Diese
Schnitte wurden dann auf Objekttrager gebracht, mit Luciferase-Assay-Substrat A und B
(jeweils 50ul) bedeckt und die Lumineszenz-Signale anschlieBend mit einer gekiihlten ,,slow

scan“ CCD-Kamera gemessen (siche 2.20).

2.22 Herstellung von coronaren nativen Schnitten

Die transgenen Méuse 4xCRE-Luc wurden durch cervicale Dislokation getdtet. Sofort danach
wurde das Gehirn prépariert und in eiskaltes 1x PBS gegeben. AnschlieBend wurde das
Gehirn in 4%igen, 37°C warmen Agar im 2x2cm-PVC-Rahmen gegeben. Dieses Block wurde
dann auf Eis gekiihlt. Das Agarblock wurde auf eine Vibratomplatte, die in einer mit
eiskaltem 1x PBS gefiillten Kammer lag, mit Sekundenkleber (Roti-Coll® 1, Roth Karlsruhe)

so befestigt, dal die caudale Seite unten und die rostrale Seite oben war, und somit
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aufeinanderfolgend 500 um dicke coronare Schnitte (LEICA VT1000 S, Leica Microsystems
Nussloch GmbH) angefertigt werden konnten. Dann wurden diese Schnitte auf Objekttrager
gebracht und mit Luciferase-Assay-Substrat A und B (jeweils 50ul) bedeckt und mit der Night
Owl (siehe 2.20) gemessen.

2.23 Herstellung von seriellen coronaren nativen Schnitten

Die transgenen Miuse 4xCRE-Luc wurden durch cervicale Dislokation getdtet, sofort danach
wurde das Gehirn prépariert und coronare Gehirnschnitte angefertigt (siehe 2.22). Diese
Schnitte wurden dann in ein Eppendorfgefil gegeben und in fliissigen Stickstoff
schockgefroren. Danach wurden die einzelnen Schnitte homogenisiert (siche 2.27) und die

Luciferase-Aktivitit gemessen (siche 2.28).

2.24 Vergleich der Luciferase-Aktivitit in der rechten und der linken Hemisphiire im

Gehirn 4xCRE-Luc-transgener Miuse

Die transgenen Miuse 4xCRE-Luc wurden durch cervicale Dislokation getdtet, sofort danach
wurde das Gehirn prépariert und coronare Gehirnschnitte angefertigt (siehe 2.22). Diese
coronaren Schnitte wurden auf einen Objekttrager gebracht und mit einem Skalpell in zwei
symmetrische Hélften geteilt. Die einzelnen Halften wurden dann in ein Eppendorfgefal3
gegeben und sofort in fliissigen Stickstoff schockgefroren. Danach wurden die einzelnen

Hilften homogenisiert (siehe 2.27) und die Luciferase Aktivitdt gemessen (siche 2.28).

2.25 Inkubation von nativen coronaren Gehirnschnitten 4xCRE-Luc-transgener Miuse

Die transgenen Miuse 4xCRE-Luc wurden durch cervicale Dislokation getotet, sofort danach
wurde das Gehirn prépariert und coronare Gehirnschnitte angefertigt (siche oben). Diese
coronaren Schnitte wurden auf einen Objekttrager gebracht und mit einem Skalpell in zwei
symmetrische Hélften geteilt. Jede Hilfte wurde dann in eine 3,5cm-Zellkulturschale gegeben,
die 2ml DMEM enthielt und die Inkubation bei Raumtemperatur (RT) erfolgte. Nach der
jeweiligen Inkubation wurden die Schnitte homogenisiert (sieche 2.27) und die Luciferase

Aktivitit gemessen (siche 2.28).
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2.26 Gewebeentnahme und Priaparation nach dem jeweiligen in vivo Versuch

Die transgenen Méuse 4xCRE-Luc wurden je nach Versuchsgruppe mit dem entsprechenden
Antidepressivum (siche 2.30) i. p. injiziert. Die transgenen Méuse 4xCRE-Luc wurden am
Versuchsende durch cervicale Dislokation getotet. AnschlieBend wurde das Gehirn prapariert
und in eine 8cm-Zellkulturschale mit eiskaltem 1x PBS gegeben. Das Gehirn lag in der 8cm-
Zellkulturschaleschale auf der ventralen Seite. Mit dem Skalpell wurde das Gehirn in 9

definierte Areale geteilt.

Bulbus olfactorius: Um den Bulbus zu priparieren, erfolgte eine Schnittfithrung parallel zum

Vorderhirn.

Kleinhirn/Pons: Das Skalpell wurde zwischen Colliculi und Kleinhirn angesetzt, das Gehirn

durchtrennt, und Pons und Kleinhirn voneinander getrennt.

Colliculi: Um die Colliculi zu préparieren, erfolgte eine Schnittfithrung parallel zum {ibrigen

Hirnteil.

Vorderhirn: Das iibrige Hirnteil wurde umgedreht, so da3 es jetzt auf der dorsalen Seite lag.

Das Skalpell wurde vor dem Chiasma Opticum angesetzt und das Gehirn durchgetrennt.

Hypothalamus: Mit dem Skalpell wurde der Hypothalamus prépariert.

Cortex: Beide Hemisphiren wurden mit dem Skalpell prapariert.

Hippocampus: Der freigelegte Hippocampus wurde heraus prapariert.

Resthirn: Die restlichen Teile wurden mit der Pinzette gesammelt und als Resthirn definiert.

Die einzelnen Teile wurden sofort in fliissigen Stickstoff gegeben und bis zur weiteren

Bearbeitung bei —80°C gelagert.
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Injektionslosungen

Imipramin-HCl 10mg/kg
Desipramin-HCI 10 mg/kg
Fluoxetin-HCl 10 mg/kg

Alle Substanzen wurden in autoklavierten

bidestellierten Wasser gelost.

2.27 Homogenisieren der einzelnen Gewebeproben und Messung der Luciferase-

Reportergen-Aktivitit

Die Gewebeproben wurden in 250 pl (200 mg NaBgewicht/Iml) Kaliumphosphat-
AufschluBpuffer pH 7,8 (siehe unten), im 10cm langen und 1cm  Durchmesser
Homogenisator (Schiitt, Gottingen) aufgenommen und mit Ultra Turax T25 basic/IKA
Labortechnik homogenisiert. Das Homogenat wurde in ein Eppendorfgefal iiberfiihrt. Zum
Aufschluf3 der Zellen wurde das Homogenat in fliissigen Stickstoff schockgefroren, bei 37 °C
im Wasserbad kurz aufgetaut und unter starkem Schiitteln (VF2, IKA- Labortechnik, Staufen
i. Br.) griindlich geschiittelt. Dieser Vorgang wurde 3 mal wiederholt. AnschlieBend wurde
das Homogenat fiir 7 min bei 4 °C und 14000 UpM (Eppendorf 5417 R) zentrifugiert und der
Uberstand zum Nachweis der Luciferase-Aktivtit (siche 2.28) und zur Proteinmessung (siche

2.15) eingesetzt.

Kaliumphosphat-Aufschlufipuffer

DTT I mM
EGTA 4 mM
EDTA 4 mM
PMSF 0,7 mM
Leupeptin 5 ug/ml
Pepstatin 5 pg/ml

Aprotinin 5  upg/ml
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2.28 Messung der Luciferase im Homogenat

Das Enzym Luciferase ist in der Lage, unter ATP-Verbrauch und in Anwesenheit von Mg*'-
Ionen mit Luciferin einen Luciferase-Luciferyl-AMP-Komplex zu bilden. Dieser Komplex
wird in einem weiteren Reaktionsschritt oxidativ decarboxyliert, und es entsteht unter
Emission von Licht freie Luciferase, Oxyluciferin, AMP sowie CO, (De Wet et al., 1987).
Steht das Luciferase-Substrat (Luciferin) im UberschuB zur Verfiigung, so ist die
Lichtemission proportional zur Luciferasekonzentration und kann im Luminometer
quantifiziert werden. Die so im Homogenat transgener Mause quantifizierte Menge Luciferase
erlaubte damit Riickschliisse auf den Expressionsgrad des Transgenes, welches Luciferase als
Reportergen trigt (Skizze 1). Zur Bestimmung der Luciferase-Aktivitit im Homogenat
wurden 50pl des Homogenats (siehe 2.27) zu 368 pl gekiihltem Luciferase-Assay-Mix in
einem Luminometerr6hrchen (Sarstedt, Niirnbrecht) pipettiert und gut gemischt. Zu diesem
Reaktionsansatz wurden im Luminometer (Autolumat LB 953 E&G Berthold, Wildbach)
automatisch  200ul  gekiihlte Luciferin-Losung injiziert. Die Lichtemission der
luciferasekatalysierten Reaktion (s.0.) wurde dann bei einer Wellenldinge von 560 nm iiber
einen Zeitraum von 20 s gemessen und als Luciferase-Einheit dargestellt. Als Referenz- bzw.

Nullwert diente die reine Luciferin-Losung.

Glvevlglycin-Losung

Glycylglycin, pH 7,8 25 mM
MgSO4 15 mM
EDTA, pH 8,0 4 mM

Kaliumphosphat-Puffer (KP-Puffer)

KH,PO4 100 mM
Der pH wurde durch Titrieren auf

7,8 eingestellt.
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Luciferin-Losung

Luciferin I mM
DTT 10 mM
In Glycylglycin-Puffer

Luciferase-Assay-Mix

KP-Puffer 16,5 mM
Glycylglycin-Puffer 82,4 % (v/v)
DTT 1,1 mM
ATP 2,2 mM

2.29 Tiermodell der Depression: Chronischer psychosozialer Stref3

Auf Empfehlung von Prof. Dr. Robert J. Blanchard (University of Hawaii) wurde das
etablierte Tiermodell der Depression verwendet (Kudryavtseva et al., 1991). Es beruht auf
einem natiirlichen Verhalten der Tiere und produziert im Unterschied zu anderen Verfahren
psychosozialen StreB. Es ist somit das tierschonendste, dem Versuchszweck dienende
etablierte Modell. Adulte ménnliche 4xCRE-Luc-transgene Miuse wurden fiir 5 Tage einzeln
gehalten, um Gruppeneffekte auszuschliefen. Jeweils 2 Tiere wurden dann in einen
gemeinsamen Polycarbonatkifig (etwa 45x25x20 cm) gesetzt, welcher durch eine
durchsichtige, durchlocherte Plastikwand in zwei Hélften geteilt wurde, so dal die Tiere sich
sehen und riechen konnten, physische Kontakte aber ausgeschlossen waren. Beide
Kéfighélften hatten eine eigene Futter- und Wasserversorgung. Nach zwei Tagen wurde
zwischen 14 und 17 Uhr fiir 10 Minuten die Trennscheibe entfernt und die Interaktion der
beiden Méuse verfolgt. Die Mduse wurden danach in ihre urspriinglichen Kifighilften gesetzt
und die Plastikwand eingefiigt. Dies wurde téglich 25 Tage lang wiederholt. In der
anhaltenden sozialen Auseinandersetzung entwickelte eine der beiden Miuse ein submissives
Verhalten, wéhrend die andere Maus ein dominant-agressives Verhalten entwickelte

(Kudryavtseva et al., 1991). Parallel dazu wurden die Kontrolltiere einzeln stre3frei gehalten.
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Die Klassifizierung der Mause erfolgte durch Beobachtung der Versuchstiere. Am
Versuchsende wurden die submissiven Méduse und die Kontrolltiere zum Zweck der
Organentnahme und anschlieBenden Messung von Parametern durch cervicale Dislokation

getotet.

2.30 Behandlung von 4xCRE-Luc-transgenen Miusen mit Antidepressiva

2.30.1 Chronische Behandlung

Das Antidepressivum 1 (Imipramin-HCI, 10 mg/kg, 2 x tdglich, um 9:00 Uhr und um 18:00
Uhr), das Antidepressivum 2 (Desipramin-HCI, 10 mg/kg, 2 x tiglich, um 9:00 Uhr und um
18:00 Uhr), das Antidepressivum 3 (Fluoxetin-HCI, 10 mg/kg, 1 x téglich, um 9:00 Uhr ) oder
das Losungsmittel (bidest. H20) wurden i. p. appliziert (200ul.). Die Kontrolltiere der
jeweiligen Versuchsgruppe wurden mit dem Losungsmittel injiziert (200ul). Dies wurde 21
Tage lang durchgefiihrt. Die Méduse wurden am 22. Tag um 8:00 Uhr durch cervicale

Dislokation getotet.

2.30.2 Akute Behandlung

Das Antidepressivum 1 (Imipramin-HCI, 10 mg/kg, 2 x, um 9:00 Uhr und um 18:00 Uhr)
wurde i. p. appliziert (200ul). Die Kontrolltiere wurden mit dem Ldsungsmittel injiziert
(200ul). Die Mause wurden am nichsten Tag um 8:00 Uhr durch cervicale Dislokation

getotet.

2.30.3 Chronische Behandlung von dem psychosozialen Strefl ausgesetzten Miusen

Das Antidepressivum 1 (Imipramin-HCI, 10 mg/kg, 2 x tdglich, um 9:00 Uhr und um 18:00
Uhr), das Losungsmittel (bidest. H20) fiir die Kontrolltiere wurden i. p. appliziert (200pul).
Dies wurde ab dem 5. bis zum 25. Versuchstag (21 Tage lang) durchgefiihrt. Die Mause

wurden am 26. Tag um 8:00 Uhr durch cervicale Dislokation getotet.
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2.31 Software, Statistik

Statistische Analysen wurden mit Hilfe des Sigma Stat-Programmes, Version 1.0 (Jandel

Scientific GmbH, Erkrath) durchgefiihrt. Der gepaarte t-Test wurde hier eingesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Herstellung der transgenen Mause 4xCRE-Luc

Im Rahmen der genaueren Erkldrung des molekularen Wirkmechanismuses der
Antidepressiva sollte in transgenen Méusen gepriift werden, ob Antidepressiva die CRE-
vermittelte Transkription in vivo verdndern. Fiir diesen Zweck wurden 4xCRE-Luc-transgene
Mause hergestellt (siehe 2.17), die das Luciferase-Reportergen exprimieren. Das verwendete
Konstrukt enthélt neben dem codierenden Abschnitts des Reporterenzyms Luciferase den
minimalen Thymidin-Kinase-Promotor (von — 81 bis + 52) des Herpes-Simplex-Virus und 4
Kopien des Somatostatin-CREs der Ratte (Skizze 1). Die Sequenz des Somatostatin-CREs der
Ratte ist eine gut charakterisierte Bindungsstelle des ubiquitdren Transkriptionsfaktors CREB
(Oetjen et al. 1994). Abb. 1 zeigt einen Southern Blot mit den entsprechenden Banden (siehe
2.11.3) einiger Nachkommen (Fp— und F1-Generation). Im linken Bild der Abb. 1 ist den Blot
der SomCRE-Luc 38.1-Linie zu sehen, wobei Som fiir Somatostatin, CRE fiir cAMP
responsives Element, 38.1 fiir Retransfer-Nummer steht. Zwei weitere transgene Linien sind

etabliert worden (Blots sind nicht gezeigt).
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Abb.1: Nachweis der Transgenitit der 4xSomCRE-Luc Miuse mittels Southern Blot.
Genomische DNA wurde mit Bgl II geschnitten, in einem 0,8%igen Agarose Gel getrennt, auf
Nitrocellulose-Filter geblottet und mit einer radioaktiv markierten Sonde hybridisiert. Am
rechten Rand sind die Grofen der hybridisierenden Genfragmente eingezeichnet (Groflen in
kb). SomCRE 38.1 I/1, 2, 3 und 4 sind die Nummer der Tiere aus Linie 38.1; Linkes Bild:
Founder (Fy), rechtes Bild: F1; SomCRE-Luc: Somatostatin ¢cAMP responsives Element
Luciferase.

Die Technik der ,,Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erlaubt den schnellen Nachweis der
Expression des Luciferase-Reportergens. Die isolierte genomische DNA (siehe 2.7.1) wurde
in die PCR eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden auf einem 1%igen Agarosegel analysiert.

Abb. 2 zeigt die enthaltenen Banden der PCR-Produkte.



3. Ergebnisse 48

12345 67 8%101112

I
o O
© T
£ 2
Q2 o
Q £
73 P
L =

Leer

Abb.2: Die Expression des 4xSomCRE-Luc-Transgens lif3t sich mittels PCR unter
Verwendung von spezifischen Luc-Primern in 4xSomCRE-Luc-transgenen M:iusen
nachweisen. Ca. 250-300 ng genomische DNA aus der Linie 38.1 wurden in PCR-Reaktionen
unter Verwendung des Luc-up/Luc-down-Primerpaares eingesetzt. Die Annealingtemperatur
betrug 58°C, die Anzahl der Zyklen 30. Die GréBe des erwarteten PCR-Produktes betrug 618
bp. Die PCR-Produkte wurden nach der Reaktion elektrophoretisch in einem 1%igen
Agarosegel aufgetrennt und mit EtBr-Farbung sichtbar gemacht. a= B-globin 493 bp; b=
Luciferase 618 bp; 1-12: Nummer der transgenen Tiere; SomCRE-Luc: Somatostatin cAMP
responsives Element Luciferase.

3.2 Expression des Luciferase-Reportergens

3.2.1 Untersuchung der Expression des Luciferase-Reportergens im Gehirn und in
peripheren Geweben der 4xCRE-Luc-transgenen Miiuse der Linien 32.3, 32.7
und 38.1

Nach Préparieren der jeweiligen Gewebe, Homogenisieren (siche 2.27) und Messung der
Luciferase-Aktivitidt im Extrakt dieser Gewebe (siehe 2.28) wurde in den Linien 32.3, 32.7

und 38.1 (Abb. 3) eine Expression des Reportergens im Gehirn gefunden. Wahrend die
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absolute Expressionsstirke zwischen den einzelnen Linien variierte (Abb. 3), ergab der
relative Vergleich ein iibereinstimmendes Expressionsmuster in den 3 Linien mit den
hochsten Aktivititen in definierten Hirnarealen und praktisch keiner Aktivitit in der
Peripherie (Abb. 4). Eine hohe Reportergen-Expression wurde in Cortex, Hippocampus,
Colliculi, Vorderhirn, Pons und Cerebellum gefunden (Abb. 4).
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Abb.3: Expression des 4xCRE-Luc-Reportergens in Geweben adulter Tiere
verschiedener unabhingiger Linien. Verschiedene Gewebe der 4xCRE-Luc-transgenen
Mause der Linien 32.3, 32.7 und 38.1 wurden prépariert, im Aufschlupuffer homogenisiert
und die Luciferase-Aktivitit im Uberstand im Luminometer gemessen. Die Expression ist
angegeben als relative Lichteinheit pro mg Protein. Bei den Aktivititen handelt es sich um
Mittelwerte aus 6 unabhingigen Versuchen mit Doppelbestimmungen. SCB: 4xCRE-Luc.
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Abb.4: Relative Expression des 4xCRE-Luc-Reportergens in Geweben adulter Tiere
verschiedener unabhingiger Linien. Verschiedene Gewebe der 4xCRE-Luc-transgenen
Maiuse der Linien 32.3, 32.7 und 38.1 wurden prépariert, im AufschluBpuffer homogenisiert
und die Luciferase-Aktivitit im Uberstand im Luminometer gemessen. Fiir jede unabhiingige
Linie wurde der relative Lichteinheit-Wert des hochstexprimierenden Gewebes als 100%
definiert. Alle anderen Gewebe wurden relativ dazu ausgedriickt. Bei den Aktivitdten handelt

es sich um Mittelwerte aus 6 unabhingigen Versuchen mit Doppelbestimmungen. SCB:
4xCRE-Luc.
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3.2.2 Darstellung der Luciferase-Expression an Schnitten des Gehirns 4xCRE-Luc-

transgener Miuse der Linien 32.7 und 38.1

Zur Detektion der Luciferase-Aktivitit an Hirnschnitten wurden Kryoschnitte (siche 2.21) mit
dem Luciferase-Assay-Substrat (Substrat A/B jeweils 50 ul) bedeckt und anschlieend sofort
mit der Night Owl (siehe 2.20) gemessen. Die detektierten Lumineszenz-Signale wurden in
Falschfarben iiber dem Lichtbild dargestellt. Die Analyse der Coronar- und Sagittal-Schnitte
ergab hohe Luciferase-Aktivitdit im Cortex, Hippocampus, Fimbria, Corpus callosum,
Comissura anterior und Pons (Abb. 5, 6 und 7; rote Farbe bedeutet hohe Intensitit; blaue

Farbe bedeutet niedrige Intensitét).
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Abb.5: Expression des Luciferase-Reportergens an einem coronaren Gehirnschnitt
(Kryoschnitt). Zur Detektion der Luciferase-Aktivitit in Hirnschnitten wurde 40 um dicken
Coronar-Kryoschnitt einer 4xCRE-Luc-transgenen Maus der Linie 38.1 im Mikrotom
angefertigt und diese auf Objekttrager gebracht. Dann wurde das Préparat mit Luciferase-
Assay-Substrat A und B bedeckt und die Lumineszenz-Signale anschlieBend mit einer
gekiihlten ,,slow scan®“ CCD-Kamera gemessen. Im oberen Bildteil sind die Lumineszenz-
Signale in Falschfarbe abgebildet, der untere Bildteil zeigt das dazugehorige Lichtbild. Rote
Farbe bedeutet hohe, blaue niedrige Intensitdt. Der vorliegende Schnitt wurde auf der Hohe
des Chiasma Opticums angefertigt.
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Abb.6: Expression des Luciferase-Reportergens an einem sagittalen Gehirnschnitt
(Kryoschnitt). Zur Detektion der Luciferase-Aktivitdt in Hirnschnitten wurde 40 pum dicken
Sagittal-Kryoschnitt einer 4xCRE-Luc-transgenen Maus der Linie 38.1 im Mikrotom
angefertigt und diese auf Objekttrager gebracht. Dann wurde das Préparat mit Luciferase-
Assay-Substrat A und B bedeckt und die Luciferase-Aktivitidt anschlieBend mit einer
gekiihlten ,,slow scan® CCD-Kamera gemessen. Im rechten Bildteil sind die Lumineszenz-
Signale in Falschfarbe abgebildet, der linke Bildteil zeigt das dazugehorige Lichtbild. Rote
Farbe bedeutet hohe, blaue niedrige Intensitdt. Der vorliegende Schnitt wurde auf der Hohe
der Mittellinie angefertigt.
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Abb.7: Expression des Luciferase-Reportergens an einem coronaren Gehirnschnitt
(Kryoschnitt). Zur Detektion der Luciferase-Aktivitit in Hirnschnitten wurde 40 um dicken
Coronar-Kryoschnitt einer 4xCRE-Luc-transgenen Maus der Linie 32.7 im Mikrotom
angefertigt und diese auf Objekttrager gebracht. Dann wurde das Préparat mit Luciferase-
Assay-Substrat A und B bedeckt und die Luciferase-Aktivitdt anschlieBend mit einer
gekiihlten ,,slow scan®“ CCD-Kamera gemessen. Im oberen Bildteil sind die Lumineszenz-
Signale in Falschfarbe abgebildet, der untere Bildteil zeigt das dazugehorige Lichtbild. Rote
Farbe bedeutet hohe, blaue niedrige Intensitit. Der vorliegende Schnitt wurde im
Hippocampus-Bereich angefertigt.



3. Ergebnisse 55

Mit dem Vibratom koénnen 100 pm bis 700 um dicke native Schnitte bei RT angefertigt
werden und sowohl fiir die Detektion der Luciferase-Aktivitdt als auch zur Inkubaion dieser
Schnitte und Bestimmung des Luciferasegehaltes in diesen Schnitten (siehe 2.25) benutzt
werden. Zur Detektion der Luciferase-Aktivitit an Hirnschnitten wurden native
Coronarschnitte (sieche 2.22) mit dem Luciferase-Assay-Substrat (Substrat A/B jeweils 50 ul)
bedeckt und anschlieBend sofort mit der Night Owl (siehe 2.20) gemessen und detektierte
Luciferase-Aktivititen wurden in Falschfarben dargestellt. Die Analyse der Coronarschnitte
ergab hohe Luciferase-Aktivitit im Cortex, Corpus callosum, Comissura anterior und Fimbria

(Abb. 8).
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Abb.8: Expression des Luciferase-Reportergens an 3 coronaren Gehirnschnitten (native
Schnitte). Die Expression des Luciferase-Reportergens an nativen Coronarschnitten
beginnend von der rostralen bis caudalen Region detektiert. Hierzu wurden 500 um dicke
Coronar-Nativschnitte des Gehirns einer 4XxCRE-Luc-transgenen Maus der Linie 38.1 mit dem
Vibratom angefertigt und diese auf Objekttrager gebracht. Dann wurde das Prdparat mit
Luciferase-Assay-Sbstrat A und B bedeckt und anschliefend die Luciferase-Aktivitidt mit
einer gekiihlten ,slow scan“ CCD-Kamera gemessen. Im linken Bildteil sind die
Lumineszenz-Signale in Falschfarbe abgebildet, der rechte Bildteil zeigt das dazugehorige
Lichtbild. Rote Farbe bedeutet hohe, blaue niedrige Intensitdt. Der obere Schnitt wurde im
Commissura-Anterior-, der mittlere im Hippocampus- und der untere im caudalen
Hippocampus-Bereich angefertigt.
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3.2.3 Verteilung des Luciferase-Reportergens im Gehirn von rostral nach caudal

Die konsekutiven 500 um dicken Schnitte von 4xCRE-Luc-transgenen Tieren der Linie 38.1
wurden sofort schockgefroren (siehe 2.23), anschlieBend homogenisiert (siche 2.27), und der
Luciferasegehalt (siche 2.28) bestimmt. Abb. 9 zeigt, dall die Luciferase-Expression in Schnitt

1 (am meisten rostral) am hdchsten ist, in allen weiteren Schnitten dhnlich ist.
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Abb.9: Rostral-Caudal-Charakterisierung der Reportergen-Expression. Die Gehirne
wurden pripariert und aufeinanderfolgend native Coronarschnitte in rostral-caudaler
Orientierung angefertigt. Die Schnitte wurden im AufschluBBpuffer homogenisiert und die
Luciferase-Aktivitit im Uberstand im Luminometer gemessen. Schnitt Nr. 2 (Kontrolle)
wurde als 100% definiert, die anderen Schnitte wurden relativ darauf bezogen. Die Aktivititen
sind Mittelwerte und SEMs von sechs Schnitten mit Doppelbestimmungen. *, signifikante
Differenz (p<0,05) im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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3.2.4 Verteilung der Luciferase-Expression in der linken und der rechten Hemisphére

Es wurde untersucht, ob die Luciferase-Reportergen-Aktivitdt in der linken und der rechten
Hemisphére unterschiedlich ist. Hier wurden 500 pm dicke Coronarschnitte von 4xCRE-Luc-
transgenen Tieren der Linie 38.1 in zwei Hilften geteilt, dann die einzelnen Halften sofort
schockgefroren (sieche 2.24), und diese anschlieBend homogenisiert (siche 2.27) und die
Luciferase-Reportergen-Aktivitit (siche 2.28) bestimmt. Abb. 10 zeigt, dal es keinen

Unterschied in der Luciferase-Reportergen-Aktivitdt zwischen der linken und der rechten

Hemisphire gibt.
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Abb.10: Vergleich der Expression des Reportergens in der rechten und der linken
Gehirn-Hemisphire 4xCRE-Luc-transgener Miuse der Linie 38.1. Gehirne mehrerer
Maiuse wurden prépariert und aufeinanderfolgend native Coronarschnitte beginnend von der
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rostralen zur caudalen Region angefertigt. Die Schnitte wurden in zwei symmetrische Hilften
geschnitten, in AufschluBpuffer homogenisiert und die Luciferase-Aktivitit im Uberstand im
Luminometer gemessen. Die linken Halften wurden jeweils als 100% definiert, die rechten
Hilften beziehen sich relativ darauf. Die Reportergen-Aktivititen sind Mittelwerte und SEMs
von sechs Schnitten mit Doppelbestimmungen.

3.3 Wirkung von Veratridin auf die Luciferase-Expression in Gehirnschnitten in vitro

3.3.1 Konzentrationswirkungskurve von Veratridin

Veratridin (VTD) aktiviert an erregbaren Zellen spannungsabhingige Na'-Kanile mit der
Folge von Na-Einstrom, Depolarisation und Ca®"-Einstrom (Caterall, 1980; Blaustein, 1975;
Adam-Vizi und Ligeti, 1991). Coronare native 500 um dicke Gehirnschnitte (siche 2.25)
4xCRE-Luc-transgener Méduse wurden in DMEM fiir 12 h bei RT mit den verschiedenen
Veratridin-Konzentrationen inkubiert. Die Kontrollschnitte wurden ohne Veratridin inkubiert.
Steigende Konzentrationen von Veratridin bewirkten eine Abnahme der Luciferase-

Reportergen-Aktivitit (Abb. 11). Die Veratridin ICs( lag bei 0,3 pM.
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Abb.11: Konzentrationsabhéngigkeit der Wirkung von Veratridin auf die Expression
des Reportergens in Coronarschnitten des Gehirns von 4CRE-Luc-transgenen Miusen
der Linie 38.1. Gehirne wurden prépariert und native Coronarschnitte angefertigt. Die
Schnitte wurden in zwei symmetrische Hilften geschnitten. Die Hélften wurden in Gegenwart
oder Abwesenheit von Veratridin bei RT fiir 12 h in DMEM inkubiert, in AufschluBBpuffer
homogenisiert und die Luciferase-Aktivitdt im Uberstand im Luminometer gemessen. Die
unbehandelten Hélften wurden jeweils gleich 100% definiert, die anderen Hélften beziehen
sich relativ darauf. Die Aktivititen sind Mittelwerte und SEMs aus drei unabhingigen
Versuchen mit Doppelbestimmungen.
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3.3.2 Zeitabhiangigkeit der Veratridinwirkung

Es wurden native Coronarschnitte (sieche 2.25) von Gehirnen 4xCRE-Luc-transgener Tiere
angefertigt und in DMEM fiir verschiedene Zeiten inkubiert. Veratridin zeigte nach 12 h
Inkubation die hochste Wirkung (Abb. 12).
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Abb.12: Zeitabhiingigkeit der Wirkung von Veratridin (10 pM) auf die Expression des
Reportergens in Coronarschnitten des Gehirns von 4xCRE-Luc-transgenen Méusen der
Linie 38.1. Gehirne wurden prépariert und native Coronarschnitte angefertigt. Die Schnitte
wurden in zwei symmetrische Halften geschnitten. Diese wurden in Gegenwart oder
Abwesenheit von Veratridin bei RT fiir 3, 6, 12 und 24 h in DMEM inkubiert, in
AufschluBpuffer homogenisiert und die Luciferase-Aktivitit im Uberstand im Luminometer
gemessen. Die unbehandelten Hélften wurden jeweils gleich 100% definiert, die anderen
Halften beziehen sich relativ darauf. Die Aktivitdten sind Mittelwerte und SEMs aus drei
unabhingigen Versuchen mit Doppelbestimmungen.
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3.3.3 Wirkung von Tetrodotoxin auf die Hemmung der Luciferase-Expression durch

Veratridin

Coronare Gehirnschnitte (siche 2.25) wurden eine halbe Stunde vor der Zugabe der jewiligen
Menge Veratridin mit Tetrodotoxin (TTX) inkubiert. TTX ist ein spannungsabhingiger Na'-
Kanal-Blocker (Meder et al., 1997). Abb.13 zeigt, dal TTX die Wirkung von Veratridin ganz
aufhob.
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Abb.13: Wirkung von Veratridin (0,5 pM) und Tetrodotoxin (10 pM) auf die Expression
des Reportergens in Coronarschnitten des Gehirns von 4xCRE-Luc-transgenen Miusen
der Linie 38.1. Gehirne wurden pripariert und native Coronarschnitte angefertigt. Die
Schnitte wurden in zwei symmetrische Hélften geschnitten und in Gegenwart oder
Abwesenheit von Veratridin, Tetrodotoxin bzw. Veratridin/Tetrodotoxin bei RT fir 6 h in
DMEM inkubiert. Dann wurden die Prdparate im AufschluBBpuffer homogenisiert und die
Luciferase-Aktivitit im Uberstand im Luminometer gemessen. Die unbehandelten Hilften
wurden jeweils gleich 100% definiert, die anderen Hélften beziehen sich relativ darauf. Die
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Aktivititen sind Mittelwerte und SEMs aus acht unabhidngigen Versuchen mit
Doppelbestimmungen; *, signifikante Differenz (p<0,05) im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Kontr.: Kontrolle; Ver: Veratridin; TTX: Tetrodotoxin.

3.4 Wirkung von Antidepressiva auf die Expression des 4xCRE-Luc-Reportergens in

vivo

3.4.1 Wirkung einer akuten Behandlung mit dem Antidepressivum Imipramin auf

die Expression des Reportergens in 4xCRE-Luc-transgenen Mausen in vivo

Die 4xCRE-transgenen Méduse wurden fiir einen Tag mit Imipramin-HCI (10mg/kg, 1. p., 2 x
tiglich; siehe 2.30.2) behandelt. Die akute Imipramin-HCI- Behandlung hatte keine Wirkung
auf die Expression des Reportergens (Abb. 14).
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Abb.14: Wirkung einer akuten Gabe von Imipramin auf die Expression des
Reportergens in definierten Gehirnarealen 4xCRE-Luc-transgener Méiuse der Linie
38.1. Die Mduse wurden fiir 1 Tag mit Imipramin-HCI (10 mg/kg; i. p., 2 x téglich) oder mit
Losungsmittel (Kontrollen) behandelt. Danach wurden die definierten Gehirnteile prépariert,
in Aufschlusspuffer homogenisiert und die Luciferase-Aktivitidt gemessen. Die angegebenen
Luciferase-Aktivititen beziehen sich jeweils auf die zugehorige Kontrolle, deren absoluter
Wert als 100% definiert wurde. Die Aktivitdten sind Mittelwerte und SEMs aus drei Tieren
mit Doppelbestimmungen.



3. Ergebnisse 65

3.4.2 Wirkung einer Dauerbehandlung mit dem Antidepressivum Imipramin auf die

Expression des Reportergens in 4xCRE-Luc-transgenen Miusen in vivo

Es wurde die Wirkung einer 21-tdgigen Behandlung mit Imipramin auf die Expression des
Reportergens in 4xCRE-Luc-transgenen Mausen in vivo untersucht. Hier wurden die 4xCRE-
Luc-transgenen Méuse chronisch (3 Wochen) (siehe 2.30.1) mit Imipramin-HCI (10mg/kg, i.
p., 2 x téglich) oder mit Losungsmittel (Kontrollen) behandelt. Abb. 15 zeigt eine Abnahme

der Luciferase-Aktivitdt um 29% in Pons und um 42% im Hippocampus.
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Abb.15: Wirkung einer chronischen Behandlung mit Imipramin auf die Expression des
Reportergens in Gehirnarealen 4xCRE-Luc-transgener Miuse der Linien 32.7 und 38.1.
Die Méuse wurden 21 Tage lang mit Imipramin-HCl (10 mg/kg; i. p., 2 x tdglich) oder
Losungsmittel (Kontrollen) behandelt. Danach wurden die definierten Gehirnteile préipariert,
in Aufschlusspuffer homogenisiert und die Luciferase-Aktivitit gemessen. Die angegebenen
Luciferase-Aktivititen beziehen sich jeweils auf die zugehorige Kontrolle, deren absoluter
Wert als 100% definiert wurde. Die Aktivitéiten sind Mittelwerte und SEMs aus 12 Tieren mit
Doppelbestimmungen. *, signifikante Differenz (p<0,05) im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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3.4.3 Wirkung einer Dauerbehandlung mit dem Antidepressivum Fluoxetin auf die

Expression des Reportergens in 4xCRE-Luc-transgenen Miusen in vivo

Fluoxetin  gehort zu  der  Arzneimittelgruppe  der  selektiven  Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer (SSRI). Es wurde hier die Wirkung einer dauerhaften Behandlung
mit Fluoxetin auf die Expression des Reportergens untersucht. Die transgenen Tiere bekamen
21 Tage lang (10mg/kg, 1. p., 1 x téglich) Fluoxetin-HCI (siehe 2.30.1) oder das Losungsmittel
(Kontrollen). Abb. 16 zeigt, daB die dauerhafte Fluoxetin-Behandlung die Expression des

Reportergens in Pons um 30%, im Hippocampus um 31% und im Cortex um 29% senkte.
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Abb.16: Wirkung einer chronischen Behandlung mit Fluoxetin auf die Expression des
Reportergens in Gehirnarealen 4xCRE-Luc-transgener Miuse der Linie 38.1. Die Miuse
wurden 21 Tage lang mit Fluoxetin-HCI (10 mg/kg; 1. p., 1 x téglich) oder das Losungsmittel
(Kontrollen) behandelt. Danach wurden die Gehirnteile pripariert, in Aufschlusspuffer
homogenisiert und die Luciferase-Aktivitit gemessen. Die angegebenen Luciferase-
Aktivitaten beziehen sich jeweils auf die zugehorige Kontrolle, deren absoluter Wert als 100%
definiert wurde. Die Aktivititen sind Mittelwerte und SEMs aus 7 Tieren mit
Doppelbestimmungen. *, signifikante Differenz (p<0,05) im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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3.4.4 Wirkung einer Dauerbehandlung mit dem Antidepressivum Desipramin auf die

Expression des Reportergens in 4xCRE-Luc-transgenen Miusen in vivo

Desipramin gehort zu den trizyklischen Antidepressiva. Es blockiert ganz bevorzugt die
neuronale Wiederaufnahme von Noradrenalin. Es wurde die Wirkung einer 21 Tage langen
Desipramin-Behandlung (10mg/kg, i. p., 2 x téglich; siehe 2.30.1) oder das Losungsmittel
(Kontrollen) von 4xCRE-Luc-transgenen Maiausen auf die Expression des Reportergens
untersucht. Wie es der Abb. 17 zu entnehmen ist, zeigte die chronische Desipramin-

Behandlung keine Wirkung auf die Expression des Reportergens.
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Abb.17: Wirkung einer chronischen Behandlung mit Desipramin auf die Expression des
Reportergens in Gehirnarealen 4xCRE-Luc-transgener Miuse der Linie 38.1. Die Miuse
wurden 21 Tage lang mit Desipramin-HCl (10 mg/Kg; i. p., 2 x téglich) oder das
Losungsmittel (Kontrollen) behandelt. Danach wurden die Gehirnteile prépariert, in
Aufschlusspuffer homogenisiert und die Luciferase-Aktivitit gemessen. Die angegebenen
Luciferase-Aktivititen beziehen sich jeweils auf die zugehorige Kontrolle, deren absoluter
Wert als 100% definiert wurde. Die Aktivitdten sind Mittelwerte und SEMs aus 9 Tieren mit
Doppelbestimmungen.
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3.5 Wirkung von psychosozialem Strefl bzw. psychosozialem Stref3 und Imipramin auf

die Expression des Reportergens in 4XCRE-Luc-transgenen Miiusen in vivo

3.5.1 Wirkung von chronischem psychosozialem Stref} auf die Expression des

Reportergens in 4xCRE-Luc-transgenen Miusen in vivo

Antidepressiva wirken typischerweise nur bei depressiven Patienten stimmungsaufhellend,
nicht jedoch bei Gesunden (Estler, 2000). Deshalb sollte an einem Tiermodell der Depression
untersucht werden, ob die CRE-vermittelte Transkription in diesem Tiermodell der
Depression verdndert ist und ob diese Verdnderung durch Behandlung mit Antidepressiva
korrigiert werden kann. Bei diesem Versuch wurden die 4xCRE-Luc-transgenen Miuse einem
chronischen psychosozialen Stre3 (Depressionsmodell) ausgesetzt (siche 2.29) . Abb. 18 zeigt,
daB3 der psychosoziale Stre8 eine Erhohung der Expression des Reportergens in allen
Hirnregionen verursachte. Diese Erhoéhung ist in den folgenden Regionen statistisch
signifikant: Kleinhirn um 48%, Pons um 36%, Colliculi um 139%, Hippocampus um 56%,

Vorderhirn um 34% und im Cortex um 48%.
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Abb.18: Wirkung von psychosozialem Stref auf die Expression des Reportergens in
Gehirnarealen 4xCRE-Luc-transgener Miiuse der Linie 38.1. Die Mduse wurden 21 Tage
lang dem psychosozialen Stre3 ausgesetzt. Die Kontrolltiere wurden stre3frei getrennt
gehalten. Danach wurden die Gehirnteile prépariert, in Aufschlusspuffer homogenisiert und
die Luciferase-Aktivitit gemessen. Die angegebenen Luciferase-Aktivititen beziehen sich
jeweils auf die zugehorige Kontrolle, deren absoluter Wert als 100% definiert wurde. Die
Aktivititen sind Mittelwerte und SEMs aus 7 Tieren mit Doppelbestimmungen. *,
signifikante Differenz (p<0,05) im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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3.5.2 Wirkung von chronischem psychosozialem Stref3 und Imipramin auf die

Expression des Reportergens in 4xCRE-Luc-transgenen Miusen in vivo

Bei diesem Versuch wurde eine Tendenz zur Erniedrigung der Luciferase-Aktivitit in allen
untersuchten Gehirnteilen beobachtet (Abb. 19). Diese Erniedrigung der Expression des
Reportergens ist in folgenden Hirnregionen statistisch signifikant: Pons um 23%, Colliculi um
21%, Hippocampus um 27%, Hypothalamus um 26%, Vorderhirn um 26% und Cortex um
19% (Abb. 19).
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Abb.19: Wirkung von psychosozialem Stref und Imipramin auf die Expression des
Reportergens in Gehirnarealen 4xCRE-Luc-transgener Méuse der Linie 38.1. Die Miuse
wurden 25 Tage lang dem psychosozialen Stref3 ausgesetzt und ab dem 5. Tag chronisch mit
Imipramin-HCI fiir 21 Tage (10 mg/kg; i. p., 2 x tdglich) behandelt. Die Kontrolltiere wurden
streffrei getrennt gehalten und mit dem Losungsmittel behandelt. Danach wurden die
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Gehirnteile prépariert, in Aufschlusspuffer homogenisiert und die Luciferase-Aktivitit
gemessen. Die angegebenen Luciferase-Aktivititen beziehen sich jeweils auf die zugehorige
Kontrolle, deren absoluter Wert als 100% definiert wurde. Die Aktivitdten sind Mittelwerte
und SEMs aus 9 Tieren mit Doppelbestimmungen. *, signifikante Differenz (p<0,05) im
Vergleich zur Kontrollgruppe.

3.6 Wirkung von psychosozialem Stref§ bzw. psychosozialem Stref3 und Imipramin auf

das Korpergewicht der untersuchten 4xCRE-Luc-transgenen Mause

3.6.1 Wirkung von dauerhaftem psychosozialem Stref§ auf das Korpergewicht der

untersuchten transgenen Miuse

Es wurde die Wirkung des Stref3es auf das Korpergewicht der Mause untersucht. Hier wurden
die dem dauerhaften psychosozialen Stre3 ausgesetzten Miuse (siehe 2.29) vor und nach dem
Versuch gewogen. Wie in Abb. 20 zu sehen, konnte von dauerhaftem psychosozialem Stref3

keine statistisch signifikante Wirkung auf das Korpergewicht der Miuse beobachtet werden.
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Abb.20: Einflufl von psychosozialem Strefl auf das Korpergewicht 4xCRE-Luc-
transgener Miuse der Linie 38.1. Versuchs- und Kontrolltiere (siche Abb. 18) wurden am
Versuchsbeginn am Versuchsende gewogen.
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3.6.2 Wirkung von psychosozialem Strefl und Imipramin auf das Korpergewicht der

untersuchten 4xCRE-Luc-transgenen Miuse

Es wurde hier die Wirkung des psychosozialen Strees (2.29) und Imipramin (2.30.1) auf das
Korpergewicht der Miause untersucht. Es konnte von dauerhaftem psychosozialem Stre3 und
dauerhafter Imipramin-Behandlung keine statistisch signifikante Wirkung auf das

Korpergewicht der Mause beobachtet werden (Abb. 21).
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Abb.21: EinfluB von psychosozialem Streff und Imipramin auf das Korpergewicht
4xCRE-Luc-transgener Miiuse der Linie 38.1. Versuchs- und Kontrolltiere (siche Abb. 19)
wurden am Versuchsbeginn und am Versuchsende gewogen.
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4. Diskussion

4.1 4xCRE-Luc-transgene Miause zur Untersuchung der CRE-vermittelten

Transkription in vivo

In den letzten 30 bis 35 Jahren hat sich die Biotechnologie so stark weiterentwickelt, dal man
in Zellen zusétzliche Gene einfiigen und Gene liberexprimieren oder auch abschalten kann.
Die Beherrschung dieser Technologie ist fiir das Verstindnis regulatorischer Systeme, fiir
Krankheitsmodelle und fiir die Entwicklungsbiologie von enormer Bedeutung. Die Zellkultur-
techniken erlauben Aussagen iiber einzelne Zellen, die aber nicht unbedingt generalisiert
werden konnen. Deshalb lag es nahe zu versuchen, die Gentransfertechnologie fiir ganze
Organismen weiterzuentwickeln. Erste Arbeiten wurden an kleinzelligen Objekten
durchgefiihrt. Spater kamen Objekte wie Drosophila hinzu (Spradling und Rubin, 1982). Ein
wesentlicher Schritt in Richtung auf das Verstindnis und das Beherrschen der Technik des
Integrierens zusétzlicher Gene in ein Sdugetier gelang Palmiter und Mitarbeitern (Palmiter et
al., 1982). Transgene Mausmodelle sind ein wertvoller Bestandteil der biomedizinischen
Grundlagenforschung. Oft werden transgene Miuse eingesetzt, um regulatorische Sequenzen
(Enhancer, Promotoren) zu untersuchen und um ihre physiologischen Funktionen in vivo zu
studieren. Dazu wird die zu untersuchende Sequenz mit einem Reportergen gekoppelt, mit
Hilfe dessen die Aktivitdt des Transgens in den verschiedenen Geweben, Organen und Zellen
der transgenen Tiere nachgewiesen werden kann.

Die Wirkung von Antidepressiva auf die CREB/CRE-vermittelte Transkription wurde in der
vorliegenden Arbeit am Tier in vivo tiberpriift. Hierzu wurden transgene Mauslinien etabliert,
in denen 4 Kopien des CREs vor dem minimalen Thymidin-Kinase-Promotor des Herpes-
Simplex-Virus die Expression des Reportergens Luciferase steuern (sieche 3.1). Bei der
Analyse von Organen adulter Méduse wurden die hochsten Luciferaseaktivititen im Gehirn,
jedoch in der Peripherie praktisch keine Luciferaseaktivitidt gemessen (Abb. 3 und 4). Es ist
unklar, warum die Luciferase in Peripherie nicht exprimiert. Eine Analyse des Gehirns zeigte
hohe Luciferaseaktivitit im Cortex, Hippocampus, Colliculi, Pons, Vorderhirn und
Cerebellum (Abb. 3 und 4). Die Nachteulebilder-Analyse zeigte hochste Luciferaseaktivititen

in Cortex, Corpus callosum, Commissura anterior, Fimbria und Hippocampus (Abb. 5, 6 und
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7). Veratridin ist ein Aktivator spannungsabhingiger Natrium-Kanéle und TTX ist ein Blocker
spannungsabhéngiger Natrium-Kanile. Die Expression des Reportergens in coronaren nativen
Gehirnschnitten der 4xCRE-Luc-transgenen Maéuse wurde durch Veratridin dosis- und
zeitabhidngig gehemmt (Abb. 11 und 12). TTX hat den Veratridin-Effekt ganz aufgehoben
(siche Abb. 13). Warum Veratridin die Expression des Reportegens hemmt, ist unklar und
wurde bislang nicht weiter untersucht. Da Veratridin auf erregbare Zellen wirkt, ist Wirkung
von Veratridin auf Luciferase-Expression aber ein Hinweis auf eine neuronale Lokalisation
der Luciferase. Monoaminerge Neurone sind im limbischen System, Striatum und Cortex weit
verteilt (Drevets, 2000; Graybiel, 1990; Drevets et al. 1999) und diese Regionen werden im
Zusammenhang mit der Pathophysiologie von Depressionen diskutiert (Duman et al., 1999).
Die meisten 5-HT-enthaltenden Neurone sind entlang der Mittellinie des Gehirnstammes
lokalisiert. Diese senden lange Axone, deren breite Verteilung in empfangenden Arealen im
Nervensystem von Riickenmark bis Cortex présentiert ist. Serotonin im Vorderhirn wird fast
ganz von Neuronen produziert, deren Zellkorper in den dorsalen und medianen Raphekernen
des Mittelhirns lokalisiert sind. Zu den Prominenten Vorderhirn-Terminalregionen gehoren
Hypothalamus, Cortex, Hippocampus, Amygdala und Striatum. AuBerdem sind die 5-HT-
Neurone stark verzweigt, weshalb sie fiir die gleichzeitige Beeinflussung der Funktion
verschiedener Regionen des Zentralnervensystems geeignet sind (Dahlstrom und Fuxe 1964;
Jacobs und Azmitia 1992). Diese Nervenmuster sind in Sdugetierspezies einschlieBlich
Mensch relativ konserviert (Dahlstrom und Fuxe 1964; Jacobs und Azmitia 1992).

Aus diesen Ergebnissen folgern wir, dal die 4 Kopien des CREs die Expression des
Reportergens im Gehirn dirigieren. Dies erlaubt uns die Untersuchung der CRE-Regulation im

Gehirn.

4.2 Chronische, aber nicht akute, Behandlung mit Antidepressiva hemmt die

Expression des CRE-abhiingigen Reportergens substanzspezifisch in vivo

In den vorliegenden in vivo Versuchen sollte untersucht werden, welche Wirkung
Antidepressiva auf die Expression des CRE-abhidngigen Reportergens haben. Nach
chronischer Behandlung der 4xCRE-Luc-transgenen Méuse mit Imipramin oder Fluoxetin

kam es zu einer Hemmung der Expression des CRE-abhingigen Reportergens. Die chronische
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Imipramin-Behandlung hat die Expression des CRE-abhidngigen Reportergens in
Hippocampus und in Pons (siche 3.4.2), die chronische Fluoxetin-Behandlung in
Hippocampus, Pons und Cortex gehemmt (siche 3.4.3). Dagegen hatte die chronische
Desipramin- (siehe 3.4.4) bzw. die akute Imipramin-Behandlung (siche 3.4.1) keine Wirkung
auf die Expression des CRE-abhingigen Reportergens gezeigt. Die Ergebnisse in der
vorliegenden Arbeit zeigen den regionen-spezifischen Effekt der Antidepressiva auf die
Expression des CRE-abhédngigen Reportergens. Dieser Effekt wurde nach chronischer, aber
nicht akuter Behandlung erkennbar. AuBlerdem ist dieser Effekt substanz-spezifisch, weil
bekannt ist, dal Imipramin die Wiederaufnahme von Noradrenalin und Serotonin
gleichermallen aus dem synaptischen Spalt in die Nervenenden hemmt, wéhrend Desipramin
relativ selektiv Noradrenalin, Fluoxetin hingegen selektiv Serotonin hemmt (Mutschler,
1996). Daher wird angenommen, daB3 die Wirkung der Antidepressiva hier mehr iiber das
Serotonin-System vermittelt wird. Es ist bekannt, daB die klinsche Wirkung von
Antidepressiva sich unter fortgesetzter Therapie erst mit einer Verzégerung von 1-3 Wochen
einstellt (Schwaninger et al., 1995b).

Mehrere Nachweislinien zeigten, da3 CREB ein Schliissel der nukldren transkriptionellen
Aktivitdit in Synapsen ist. Synaptische Stimulation sowie in vitro Versuche mit
Neurotransmittern 16sten CREB-Phosphorylierung an Ser-119 (in CREB-327) aus (Vanhoutte
et al., 1999; Ginty et al., 1993). Viele Gene zeigen nach erhohter neuronaler Aktivitit
gesteigerte Transkription, darunter c-fos (Berkowitz et al., 1989), zif/268 (Alexandre et al.,
1991), Somatostatin (Montminy et al., 1986) und BDNF (Shieh et al., 1998; Tao et al., 1998).
Sie besitzen in ihren regulatorischen Abschnitten CREB-Bindungsstellen. Die Aktivierung
von Synapsen konnte die Transkription eines CRE-lacZ-Transgens in vivo erhohen (Impey et
al., 1996; Pham et al., 1999). AuBlerdem erscheint CREB fiir langfristige Gedachtnis-Funktion
entscheidend zu sein. Injektion von entweder CRE-Oligonukleotiden oder CREB-Antikorper
in die prasynaptischen Kerne der Aplysia-Sinnesneurone blockiert die langfristige Facilitation
(Dash et al., 1990; Bartsch et al., 1995; Bartsch et al., 1998). Ebenso modulieren eine
Induktion der Repressor- oder Aktivator-Formen des dCREBs langfristige Gedéichtnis-
Funktion in Drosophila (Tully et al., 1994; Yin et al., 1994). AuBBerdem sind spétere Phasen
der hippocampalen LTP (long-term potentiation) und langfristiges spezielles Gedéchtnis in

o/ B-CREB-Isoformen-fehlenden Maiusen abgeschwicht (Bourtchuladze et al., 1994).
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Inhibition der Aktivitdt der CREB-Bindung an die DNA blockiert die entscheidende Phase der
LTD (long-term depression) in Kleinhirnpurkinjenzellen (Ahn et al., 1999). Somit aktivieren
Neurotransmitter die CREB-abhédngige Transkription und die CREB-Aktivitdt ist
entscheidend fiir die dauerhafte Aktivitits-abhdngige Zunahme bzw. Abnahme der
synaptischen Stabilitit sowie Lernfahigkeit.

Die 4xCRE-Luc-transgenen Mause in der vorliegenden Arbeit tragen das in ihrem Transgen
CRE-Element des Somatostatingens, mit der Konsensus Oktamer-Sequenz 5‘-TGACGTCA-
3¢ (Schwaninger et al., 1995b). Das hier verwendete CRE-Element des Somatostatingens ist in
transienten Transfektionen gut charakterisiert worden und verfiigt iiber eine hohe
Bindungsaffinitit zum CREB (Schwaninger et al., 1993b, 1995a; Montminy et al., 1986). Die
transkriptionelle Aktivitdt von CREB ist von seiner Phosphorylierung an Ser-119 (in CREB-
327) abhingig. Tierversuchsstudien legen nahe, daf eine Zunahme der Neurotransmission an
postsynaptischen ~ 5-HT1A-Rezeptoren den therapeutischen  Effekt  verschiedener
Antidepressiva vermitteln konnen (De Montigny and Aghajanian, 1978; Blier et al., 1987;
Blier et al., 1990). Im Falle der selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmer wird dieser
Effekt durch Desensibilisierung des Zellkorpers der 5-HT1A-Autorezeptoren erklért. Einige
Nagetier-Studien erkldren das mit der Abnahme der 5-HT1A-Autorezeptorbindung im
Raphekern (Welner et al., 1989; Li et al., 1994), obwohl andere keine Anderung der 5-HT1A-
Autorezeptorbindung in dieser Region beobachten konnten (Hensler et al., 1991; Jolas et
al.,1994; Le Poul et al., 1995). Pharmakologische Stressversuche in Menschen lieferten auch
einen indirekten Nachweis, dall  langfristige Behandlung mit Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer die funktionelle Responsivitit der 5-HT1A-Autorezeptoren
erniedrigt haben (Lesch et al., 1991; Sargent et al., 1997).

Zahlreiche Gene, deren Expression durch Antidepressiva-Behandlung moduliert wird, zeigen
potentielle Bindungsstellen fiir CREB/ATF1/CREM in ihrer Promotorregion. So enthilt die
5¢-flankierende Region der Serotonintransporter u.a. CRE-Motive (Bengel et al., 1997) und es
wurde berichtet, da3 chronische Fluoxetin-Behandlung ihre Expression vermindert (Neumaier
et al., 1996). CRE Consensus Sequenzen sind auch in regulatorischen Regionen der Serotonin
5-HT1A- und 5-HT2-Rezeptorgene vorhanden (Zhu et al., 1995). 5-HT-1A-Rezeptoren stehen
mit chronischer Antidepressiva-Behandlung in Wechselbeziehung (De Montigny et al., 1990).
Li et al. (Li et al., 1993) beobachteten in Ratten nach langfristiger
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Fluoxetin-Behandlung (21 Tage), nicht aber nach Desipramin-Behandlung, im Hypothalamus
eine abnehmende Funktion der 5-HT1A-Rezeptoren. Die Dichte der 5-HT2-Rezeptoren hat
nach chronischer Antidepressiva-Behandlung abgenommen (Peroutka und Snyder 1980). Es
wurde vorgeschlagen, dal Storung der zentralen Serotonin 5-HT2-Rezeptoren an der
Biochemie und Pathologie der Depression beteiligt ist, und dall diese Storungen mit
Antidepressiva korrigiert werden konnen (Jagadeesh und Subhash, 1998). Jagadeesh und
Subhash  fanden in Synaptosomen des humanen Frontalcortex nach Behandlung mit
Antidepressiva auflerdem eine Abnahme der intrazelluldren Calcium-Konzentration. B1-
Adrenerge Rezeptoren, Tyrosinhydroxylase und corticotropin-freisetzender Faktor, die in
ihren Promotoren CREs besitzen (Kilbourne et al., 1992; Collins et al., 1993; Spengler et al.,
1992 ), zeigten nach Antidepressiva-Behandlung eine reduzierte Expression (Nestler et al.,
1990; Brady et al., 1991; Hosoda und Duman, 1993).

Aus diesen Ergebnissen folgern wir, dall eine chronische, aber nicht akute, Antidepressiva-

Behandlung die CRE-gesteuerte Transkription substanzspezifisch hemmt.

4.3 Psychosozialer Stref3 erhoht die Expression des Reportergens in 4xCRE-Luc-

transgenen Miusen in vivo

Das Ziel der weiteren Versuche war, die Wirkung der Antidepressiva auf die Expression des
CRE-abhingigen Reportergens in Tieren, die psychosozialem Stref ausgesetzt waren, in vivo
zu untersuchen, weil diese Arzneimittelgruppe ithre Wirkung nur an Depressiven, aber nicht
an Gesunden zeigt. Durch psychosozialen Stref3 als Tiermodell der Depression konnten in
submissiven 4xCRE-Luc-transgenen Méusen eine tendenzielle Erhohung der Expression des
CRE-abhingigen Reportergens in allen untersuchten Gehirnarealen beobachtet werden (siehe
3.5.1). Der psychosoziale Stre} induzierte in den folgenden Arealen eine statistisch
signifikante Erhohung der Expression des CRE-abhingigen Reportergens: Kleinhirn, Pons,
Colliculi, Hippocampus, Vorderhirn und Cortex (sieche 3.5.1). Es ist angesichts der
zahlreichen pathologischen Depressionssyndrome, die beim Menschen beschrieben sind
unwahrscheinlich, dafl die Tiermodelle jemals menschliche Depressionszustinde exakt
widerspiegeln kdnnen. Doch die hier in diesem Tiermodell der Depression beriicksichtigten

Kriterien konnten in gewisser Art und Weise Ahnlichkeit zu den humanen Depressionen
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zeigen (Kudryavtseva et al., 1991). Transkriptionsfaktoren, wie z.B. CREB, werden durch
Steigerung der elektrischen Aktivitdt innerhalb einer Zelle aktiviert und vermdgen innerhalb
der selben Zelle die Gentranskription zu verdndern (Ghosh et al., 1994; Sheng und Greenberg,
1990). Somit konnen Untersuchungen von Transkriptionsfaktoren in Verbindung mit
spezifischem Verhalten (z.B. psychosozialer Stref3) einen indirekteen Nachweis fiir neuronale
Aktivitdit wihrend eines Verhaltens liefern. Der hypersomatische Stre8 z. B. induzierte in
Ratten eine Erhohung an phosphoCREB (McCabe und Burrell, 2001). Chronischer Stref3
erhohte in LC-Neuronen (LC= locus coeruleus) die Aktivitit der Tyrosinhydroxylase
(Thoenen, 1970; Zigmond et al., 1974; Stone et al., 1978; Richard et al., 1988) und die
Phosphorylierung von CREB (Sabban und Kvetnansky, 2001). In depressiven Menschen war
in prafrontalem Cortex phosphoCREB erhoht (Odagaki et al., 2001). Viele pharmakologische
Studien haben angeregt, dal in der Synapse freigesetzte Neurotransmitter spezifische
Rezeptoren, rezeptor-gesteurte lonenkanéle und spannungsabhédngige lonenkanile aktivieren.
Aktivierung von L-Typ spannungsabhidngigen Calcium-Kanédlen (L-VDCCs: L-type voltage-
dependent Ca®'-channels) fithrte zu Expression verschiedener Gene in PC12, in priméren
Neuronkulturen von: Cortex, Hippocampus, Striatum, und Cerebellum und sowie in Neuronen
von Hippocampus und Cortex auf Objekttriger (Greenberg et al., 1986; Murphy et al., 1991;
Lerea et al., 1992; Bading et al., 1993; Impey et al., 1996; Tao et al., 1998; Shieh et al., 1998).
Die L-typ Calcium-Kanile wurden in hoher Dichte in proximalen Dendriten und Zellkorper
gefunden und ihre Offnung fithrte zu einer Zunahme der cytosolischen und nukledren
Calcium-Konzentration (Westenbroek et al., 1990). Somit werden z. B. nach Aktivierung
hippocampaler Synapsen die Calcium-Levels iiberall im Neuron einsclieBlich der Zellkdrper
und im Kern erhoht (Regehr et al., 1989). Deisseroth et al. (Deisseroth et al., 1996) fanden in
primérkultivierten Hippocampus-Zellen, daB die Calcium-abhingige nukleire CREB-
Phosphorylierung mit langpotentiellen Synapsen-Stimuli schnell induziert wurde. Die
Ergebnisse dort unterstiitzen die Idee, da3 die nukleire CREB-Phosphorylierung mehr durch
die Ca®"/calmodulin-abhingige Proteinkinase begiinstigt wird als durch cAMP/PKA
(Deisseroth et al., 1996). Die Aktivierung und Phosphorylierung von CREB durch
Membrandepolarisation stiitzt sich auf den Ca®"-Einstrom durch L-Typ VDCC (Schwaninger
et al.,, 1993a; Sasaki et al., 2000). Depolarisation 6ffnet auch den spannungsabhédngigen

Natrium-Kanal und erméglicht die Anderung von intrazellulirer Na'-Konzentration, was zur
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Aktivierung des Na*/Ca’"-Austauschers fiihrt, was einen iiberméiBigen Ca’’-Einstrom
verursacht (Koch und Barish, 1994). Tanaka et al. (Tanaka et al., 2000) fanden, dal} die
Zunahme der CREB-Phosphorylierung in Ratten sich auf die Aktivierung von Ca*"/Na
stiitzt, was zum Ca” -Einstrom fithrt. Schwaninger et al. (Schwaninger et al., 1995b) hat in
HIT Zellen gezeigt, dal Antidepressiva die durch Membran-Depolarisation induzierte
Calcium-Konzentrations-Erhhung und die Phosphorylierung von CREB hemmen. Thompson
et al. lieferten einen Hinweis darauf, da3 CREB direkt nach der Membrandepolarisation an
Ser-119 (in CREB-327) durch Calcium-aktivierte Kinasen phosphoryliert wird und eine
aktivierte Proteinkinase A sich an der Calcium-aktivierten CREB/CRE-Gentranskription
beteiligen kann (Thompson et al.,, 1995). Es ist heute bekannt, daB mehrere Stimulus-
abhéngige Proteinkinasen an der CREB-Phosphorylierung beteiligt sind: PKA (Gonzalez und
Montminy, 1989); CaMKI, II und IV (Sheng et al., 1991; Dash et al., 1991; Sun et al., 1994);
Rskl, 2 und 3 (Xing et al., 1996; Impey et al., 1998); MAPKAp Kinase 2 (Tan et al., 1996);
Akt/PKB (Du und Montminy, 1998); p70 S6K (De Groot et al., 1994); p38/RK/HOG-1-
dependent p 108 CREB-Kinase (Iordanov et al., 1997) und MSK1 (Deak et al., 1998). Jede
dieser Kinasen kann von einem oder mehreren extrazelluldren Stimuli aktiviert werden und
jede kann in vitro CREB an Ser-119 phosphorylieren. In den meisten Fillen ist die aktive
Kinase im Kern lokalisiert. Es wird vermutet, dafl verschiedene CREB-Kinasen nach
Zellstimulation aktiviert werden und die Art der Stimuli, das Ausmall und Dauer der
Stimulation, und die Nédhe des Zelloberflachenrezeptors und seine Signaleffektoren auf den
Kern und die transkriptionelle Maschinerie koordinierend bestimmen, welche der CREB-
Kinase(n) fiir die CREB-Phosphorylierung verantwortlich ist (Ahn et al., 2000).
Interessanterweise ist die Phosphorylierung von CREB an Ser-119 alleine fiir Transkription-
Aktivierung nicht ausreichend (Ginty et al., 1994; Sun et al., 1994; Enslen et al., 1994;
Schwaninger et al., 1995a; Thompson et al., 1995; Bonni et al., 1995; Liu und Graybiel, 1996)
und die Dauer der Phosphorylierung von CREB nach Zellstimulation ist bestimmend dafiir ob
ein Stimulus CREB-vermittelte Gentranskription aktivieren kann. An Ser-119
phosphoryliertes CREB rekrutiert die Co-Aktivatoren CBP (CREB binding protein) und p300
(Chrivia et al., 1993), welche spezifische Histon-Acetyltransferase-Aktivitdt haben (Ogryzko
et al. 1996; Bannister und Koukarides, 1996). Nach deren Rekrutierung zum Promotor férdern

CBP und p300 die Transkription-Iniitierung durch direkte Interaktionen mit Komponenten der
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basalen Transkriptionsrmaschinerie sowie durch Acetylierung von Histonen. Es wird
angenommen, daf3 Histon-Acetylierung Chromatin dekondensiert und den Eintritt der basalen
Transkriptionsfaktoren zum Kern der Promotorregion ermdoglicht.

Die Erhohung der Expression des CRE-abhingigen Reportergens durch chronischen
psychosozialen Strell weist auf eine gesteigerte CRE-vermittelte Transkription als Folge der

veranderten neuronalen Aktivitét in diesem Tiermodell der Depression hin.

4.4 Imipramin hemmt in Miusen, die psychosozialem Stref} ausgesetzt waren, die

Expression des CRE-abhingigen Reportergens

Da Antidepressiva nur im depressiven Zustand wirken, sollte die Wirkung von Imipramin in
Mausen, die psychosozialem Stre3 ausgesetzt waren, auf die Expression des CRE-abhédngigen
Reportergens untersucht werden. In allen untersuchten Arealen des Gehirns der submissiven
4xCRE-Luc-transgenen Maus wurde eine tendenzielle Abnahme der Luciferase-Reportergen-
Aktivitit (siche 3.5.2) festgestellt. Diese Abnahme war in Pons, Colliculi, Hippocampus,
Hypothalamus, Vorderhirn und Cortex statistisch signifikant (siehe 3.5.2). Die durch den
psychosozialen Strefl verursachte Erhohung der Expression des Reportergens konnte somit
durch Imipramin-Behandlung unterdriickt werden (siehe 3.5.2). Die Methoden und Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit liefern ein niitzliches Mittel fiir die Weiterentwicklung und das
Verstehen des Wirkungsmechanismus von Antidepressiva. Dies vor allem, weil  bis jetzt
viele Tierversuche mit Antidepressiva an Tieren durchgefiihrt wurden, die entweder liberhaupt
keinem (Thome et al., 2000), oder wenig geeigneten Depressions-Modellen (Katz, 1981; Katz
et al.,, 1981) ausgesetzt waren. Die hier im angewandten Tiermodell der Depression
berticksichtigten Kriterien, wie Zusammenleben der Mduse, sich gegenseitig sehen, horen,
riechen und gegeneinander kdmpfen sind fiir das Verstehen und die Erkldrung des
Wirkungsmechanismus der Antidepressiva sehr wichtig (Odagaki et al., 2001; Tanaka et al.,
2000). In depressiven Menschen ist die phosphoCREB Expression erhoht (Odagaki et al.,
2001). Tanaka et al. (Tanaka et al., 2000) fanden in Stre3 ausgesetzten Ratten eine ebenfalls
Erhohung der CREB-Phosphorylierung. Diese CREB-Phosphorylierung wurde durch die
Blockade von spannungsabhingigen Ca®’-Kanilen zum normalen Niveau gebracht.

Schwaninger et al. (Schwaninger et al., 1995b) hat in HIT Zellen gezeigt, dall Antidepressiva
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die durch Membran-Depolarisation induzierte Calcium-Konzentration-Erhéhung und die
Phosphorylierung von CREB hemmen.
Aus unseren Ergebnissen folgern wir, da3 die durch psychosozialen Strefl erhohte CRE-

vermittelte Transkription spezifisch durch Imipramin unterdriickt wird.
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Zusammenfassung

Die klinische Wirksamkeit von Antidepressiva ist gut belegt. Der molekulare
Wirkungsmechanismus der Antidepressiva ist noch nicht geklédrt. Doch existieren zahlreiche
experimentelle Befunde, wonach die Antidepressiva in den Neurotransmitter-Stoffwechsel
sowie die Neurotransmitter-Rezeptor-Wechselwirkung eingreifen. Antidepressiva wie
Imipramin, Fluoxetin und Desipramin sind Hemmstoffe der neuronalen Wiederaufnahme von
Botenstoffen wie Noradrenalin und Serotonin. Imipramin hemmt die Wiederaufnahme von
Noradrenalin und Serotonin gleichermallen aus dem synaptischen Spalt in die Nervenenden,
wihrend Desipramin bevorzugt Noradrenalin, Fluoxetin hingegen selektiv Serotonin hemmt.
Entsprechend der sog. Amin-Hypothese erhohen Antidepressiva auf diese Weise die
Konzentration von diesen Neurotransmittern im synaptischen Spalt und kénnen so einen bei
Depressionen postulierten Mangel an Noradrenalin und/oder Serotonin an kritischen zentralen
Synapsen beseitigen. Es besteht jedoch ein klarer Widerspruch zwischen der raschen
Erhohung der synaptischen Konzentration von biogenen Aminen durch Antidepressiva und
der fehlenden akuten klinischen Wirksamkeit der Antidepressiva zu Beginn der Therapie. Die
antidepressive Wirkung stellt sich unter fortgesetzter Therapie erst mit einer Verzégerung von
1 bis 3 Wochen ein. Dies weist auf langsame Adaptationen hin, welche der antidepressiven
Wirkung zugrunde liegen, und welche auf molekularer Ebene mit einem durch Antidepressiva
verdanderten Muster an exprimierten Genen erklirt werden konnten. Verdnderungen in der
Expression von Genen werden auch als Ursache der Depression diskutiert. Antidepressiva
konnten somit die in der Depression auftretenden Storungen in der Expression von Genen
ausgleichen.

CREB ist ein kernstindiger Transkriptionsfaktor, welcher durch eine Vielzahl von
extrazelluliren Botenstoffen und Wachstumsfaktoren reguliert wird. Seine DNA-
Bindungsstelle, das sog. CRE (cAMP response element), findet sich in einer Vielzahl von
Genen.

Im Rahmen der Untersuchungen zum molekularen Wirkungsmechanismus der Antidepressiva
wurde die Wirkung dieser Arzneimittelgruppe auf die CREB/CRE-vermittelte Transkription
in vivo gepriift. Hierzu wurden transgene Mauslinien etabliert, in denen 4 Kopien des CREs

des Somatostatingens vor dem minimalen Thymidin-Kinase-Promotor des Herpes-Simplex-
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Virus die Expression des Reportergens Luciferase steuern. Bei der Analyse von Organen
adulter Méuse wurden die hochsten Luciferaseaktivitdten im Gehirn, jedoch in der Peripherie
praktisch keine Luciferaseaktivitit gemessen. Eine Analyse des Gehirns zeigte hohe
Luciferaseaktivitit im Cortex, Hippocampus, Colliculi, Pons, Vorderhirn und Cerebellum.

Da Antidepressiva typischerweise nur bei depressiven Patienten stimmungsauthellend wirken,
nicht jedoch bei Gesunden, wurde an einem Tiermodell der Depression die Wirkung von
Antidepressiva und psychosozialem Stre8 auf die CREB/CRE-vermittelte Transkription
untersucht. Das hier verwendete Tiermodell der Depression beruht auf einem natiirlichen
Verhalten der Tiere und produziert psychosozialen Stref3.

Die Versuche wurden mit akuter und mit chronischer Behandlung mit Antidepressiva
durchgefiihrt, da die antidepressive Wirkung beim Patienten sich nicht sofort, sondern
langsam (iiber 1 bis 3 Wochen) einstellt.

Eine akute Behandlung der Tiere mit Imipramin zeigte keine Wirkung auf die Expression des
CRE-abhingigen Reportergens im Gehirn. Eine chronische Behandlung der transgenen Tiere
mit Imipramin hemmte die Expression des CRE-abhidngigen Reportergens in Pons und
Hippocampus. Eine chronische Behandlung der transgenen Tiere mit Fluoxetin hemmte die
Expression des CRE-abhidngigen Reportergens in Pons, Hippocampus und Cortex.
Desipramin zeigte keine Wirkung auf die Expression des CRE-abhdngigen Reportergens.
Psychosozialer Stre3 alleine erhohte in Kleinhirn, Pons, Colliculi, Hippocampus, Vorderhirn
und Cortex die Expression des CRE-abhidngigen Reportergens. Chronische Behandlung mit
Imipramin hat die durch den psychosozialen Stre3 induzierte Erhohung der Expression des
CRE-abhingigen Reportergens in Pons, Colliculi, Hippocampus, Hypothalamus, Vorderhirn
und Cortex gehemmt.

Aus diesen Ergebnissen wird gefolgert, da3 psychosozialer Stre8 und einige Antidepressiva
die CRE-vermittelte Transkription im Gehirn gegensitzlich verdndern. Die Untersuchungen
stiitzen damit die Arbeitshypothese, dafl der Transkriptionsfaktor CREB an der Ausbildung
eines neuen Musters der Genexpression in Antwort auf Antidepressiva und damit am

Mechanismus der klinisch antidepressiven Wirkung beteiligt ist.
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