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1 Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 DAS KORPERGEWICHT

Das Korpergewicht des Menschen kann als ein komplex regulierter Phanotyp aufgefafit werden;
dabei spielen soziale, kulturelle, soziodkonomische, metabolische und psychologische Faktoren
eine wichtige Rolle. Zwillings-, Adoptions- und Familienstudien sowie tierexperimentelle
Befunde legen auch eine Beteiligung genetischer Faktoren nahe [Hebebrand und Remschmidt,
1995 atc]. Eine genetische Mitverursachung wird auch psychiatrischen Erkrankungen, die mit
einer Gewichtsfehlregulation einhergehen - wie zum Beispiel Anorexia nervosa - zugeschrieben
[Holland et al., 1988/Hebebrand et al., 1995].

Die Regulation des Korpergewichts ist ein sehr komplexer, im Detail noch nicht entschliisselter,
Prozef3. Dabei spielen Leptin, das in Adipozyten gebildet wird und langfristig Energieaufnahme
und -verbrauch reguliert, sowie Neuropeptid Y, GABA und Serotonin eine wichtige Rolle

[Hebebrand et al., 1996].

)
Nahrungsaufnahme
)

Kaubewegungen;

Sensoren von Nase, Mund, Rachen und Speiserdhre;

Mechanosensoren des Magens, Chemosensoren des Magen-Darm-Traktes;

zentrale Gluko-, Thermo- und Liposensoren
2
zentrale Informationsverarbeitung vor allem im Hypothalamus

)

Gefiihl der Sittigung ‘

Abbildung 1.1: Entstehung des Gefiihls der Sattigung bei Nahrungsaufnahme [modifiziert nach Schmidt
und Thews, 1995]

Gesteuert wird das Korpergewicht durch Kalorienverbrauch und -aufnahme. Die
Kalorienaufnahme wiederum wird gelenkt durch das Gefiihl von Sattigung und Hunger. Unter

physiologischen Bedingungen ist der Abfall der Blutglukosekonzentration ein Signal fiir
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Hunger. Die Glukosesensoren, liegen im Hypothalamus, im Hirnstamm und in der Leber. In
Kulturen, die iiber ein ausreichendes Nahrungsangebot verfiigen, wird der Essensreiz in der
Regel durch klassische Konditionierung ausgelost. Soziale und Umgebungsreize, wie
Essenszeit, Geschmack und Aussehen von Speisen, bestimmen stirker als physiologische
Faktoren Zeitpunkt der Nahrungsaufnahme sowie die aufgenommene Menge. Die Dehnung des
Magens und der anschliefenden Darmabschnitte durch die Nahrung sowie Stimulation von
Chemorezeptoren des Verdauungstraktes fithren zum Sattigungsgefiihl (siehe Abbildung 1.1).
Der laterale Hypothalamus stellt hier ein ,,Zentrum“ fiir Hunger und der ventromediale
Hypothalamus ein ,,Zentrum* der Séttigung dar, wobei die beiden Zentren sich gegenseitig

hemmen [Schmidt und Thews, 1995].

1.2 SEROTONIN

In dieser Studie wurde besonderes Gewicht auf die Funktion des Serotonins, seines 5-HT4-
Rezeptors sowie dessen Polymorphismen gelegt:

5-Hydroxytryptamin (5-HT) erhielt den Namen Serofonin, da es bei der Bildung von Serum aus
den Blutpléttchen freigesetzt wird und den GefdBtonus erhoht [Loffler und Petrides, 1996].
Serotonin ist in viele physiologische Prozesse einbezogen und hat einen weit gefacherten
Aufgabenbereich im menschlichen Korper: Es kommt sowohl in den enterochromaffinen
Zellen, die im ganzen Gastrointestinaltrakt verteilt sind, als auch im enterischen Nervensystem
vor und kann so die Verdauung steuern [Forth et al., 1992]. Es wirkt auf das Herz,
Gefidlmuskelzellen und Blutpldttchen und beeinfluBit so die Homoostase des Blutes und des
Kreislaufs [Estler, 1994]. Dariiber hinaus ist es auch von erheblicher Bedeutung als Transmitter
von serotonergen Neuronen im Zentralnervensystem [Meyerhof et al., 1993], wo es unter
vielem anderen auch die Nahrungsaufnahme und den Appetit lenkt [Loffler und Petrides,
1996]. Eine gesteigerte Kohlenhydrataufnahme und damit ein steigender Blutzuckerspiegel
fiihren zu einer erhéhten Serotoninausschiittung und zu einem Abflauen des Hungergefiihls.
Pharmakologisch wurde dieser Mechanismus bei der Entwicklung von Appetitziiglern
ausgenutzt. Indirekte Serotoninagonisten wie Fenfluramin und Dexfenfluramin senken die
Grofle und die Frequenz von Mahlzeiten unabhingig davon, wie dick oder diinn der Proband ist
[McMahon und Wellman, 1996; Garattini et al., 1989].

Serotonin ist nicht nur abhidngig vom Kohlenhydratstoffwechsel, es kann auch in diesen direkt
eingreifen, indem es die Empfindlichkeit von Glukosesensoren im Hypothalamus blockiert
[Blundell, 1992], durch Ausschiittung von Adrenalin den Blutzuckerspiegel erhoht [Baudrie und
Chaouloff, 1992] oder durch Glukagonausschiittung die Glykogenolyse fordert [Poblete und
Azmitia, 1995; Yamada et al., 1995]. Diese drei Effekte fiihren zur Hyperglykdmie, die noch
dadurch verstirkt wird, daB3 Serotonin die Insulinausschiittung inhibiert [ Yamada et al., 1995].
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1.3 DER 5-HT,A-REZEPTOR

NHZ\ N\ N\ O\ ezl Die vielfiltigen  Aufgaben  des
Serotonins werden durch eine grofle

Membran Vielzahl von Rezeptoren vermittelt.

Bisher sind sieben Serotoninrezeptor-

intrazellular

U U U \ -COOH Subgruppen nachgewiesen worden, die

bis auf den 5-HT;-Rezeptor, der an

einen lonenkanal gekoppelt ist, alle zu

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung eines G-| den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

Protein-gekoppelten Rezeptors [modifiziert nach| gehoren. Deren intrazellulare

Weinshank et al., 1992] Botschaftsiibermittlung wird entweder

iber die Adenylatcyclase oder die
Phospholipase C vermittelt [Kuemmerle et al., 1995]. Alle - nicht nur die serotonergen - G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren dhneln sich in ihrem Aufbau (siche dazu Abbildung 1.2): Sie
durchlaufen die Phospholipidschicht siebenmal und haben dadurch drei intrazelluldre und drei
extrazelluldre Schleifen.

Im Bereich des menschlichen 5-HT,5-Rezeptorgens sind bisher vier Polymorphismen bekannt,
zwel davon filhren zu einem Aminosiureaustausch, die beiden anderen bleiben stumm -
verdndern also die Proteinstruktur nicht. Neben dieser Besonderheit ist bemerkenswert, daf
ausschlieBlich das methylierte miitterliche Allel exprimiert zu werden scheint [Kato et al.,
1996].

Der 5-HT,a-Rezeptor hat wichtige Funktionen bei der Steuerung von Hormonen (Glukagon,
Adrenalin, Glucokorticoide, Melatonin und Prolaktin) und im Zentralnervensystem
(Extrapyramidalmotorik, soziales Verhalten, Angriffsort fiir Psychostimulantien). In der
Peripherie fithrt Bindung von Serotonin an diesen Rezeptor zu Thrombozyten-
aggregationsforderung, Schmerzpotenzierung, Senkung der zugefiihrten Energiemenge,
Steigerung des Blutzuckerspiegels, Glykogenolyse und Gefdllkontraktion [Quellen siche
Kapitel 2.4.3].

Neben den physiologischen Prozessen scheint dieser Rezeptor auch in die Pathologie - z. B. von
Morbus Alzheimer oder der Schizophrenie - involviert zu sein [Nitsch et al., 1996]. Das 102C-
Allel des 102T/C-Polymorphismus des 5-HT,s-Rezeptorgens tritt bei an Schizophrenie
Erkrankten deutlich hdufiger auf als in der Normalbevdlkerung [Erdmann et al., 1995].

1.4 UNTERSUCHUNGSVERFAHREN

Da der 5-HT,s-Rezeptor anscheinend eine wichtige Rolle sowohl in der Steuerung des
Energichaushaltes als auch bei psychiatrischen Erkrankungen spielt, wurde in der folgenden

Studie ein Zusammenhang zwischen der Frequenz der Allele dreier der Polymorphismen des 5-
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HT,s-Rezeptorgens und den Phinotypen Untergewicht, Ubergewicht und Anorexia nervosa
gesucht.

Dabei wurden {iiber 1300 Probanden rekrutiert: Kinder und Jugendliche mit extremem
Ubergewicht und mit Anorexia nervosa (klassifiziert nach DSM-IV), Erwachsene mit Unter-
und Ubergewicht sowie teilweise die Eltern der adipdsen und anorektischen Probanden. Die
Probanden wurden eingehend iiber ihre Gewichtsentwicklung und ihre Einstellung zum Essen
befragt. Mit Hilfe aus dem Blut der Probanden extrahierter DNA und spezifischen Primern ist es
moglich, per Polymerase-Kettenreaktion, Restriktions-Fragment-Polymorphismen und Agarose-
Gel-Elektrophorese den Genotyp jedes Probanden beziiglich seiner 5-HT,,-Rezeptorgen-
Polymorphismen genau zu bestimmen.

Die Polymerase-Kettenreaktion erlaubt es, beliebige DNA-Abschnitte zu amplifizieren.
Benétigt werden dazu lediglich zwei Oligonukleotide (Primer), die mit jeweils einem der
Strange auf beiden Seiten des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts hybridisieren, geniigend
Desoxynukleosidtriphosphate und eine wirmebestindige DNA-Polymerase. Zunéchst wird der
Doppelstrang erhitzt und in Einzelstringe zerlegt. Eine anschlieBende Abkiihlungsphase
ermoglicht die Hybridisierung der Primer. Von diesen ausgehend werden nun in beide
Richtungen komplementire DNA-Strange neu synthetisiert. Durch Wiederholung dieses Zyklus
reichert sich die Zielsequenz exponentiell an.

Restriktionsendonukleasen spalten DNA an ganz bestimmten Sequenzen. Durch Mutation einer
Base kann eine solche Erkennungssequenz derartig verdndert werden, dal eine Spaltung durch
die Endonuklease nicht mehr mdglich ist. Andererseits konnen zur Spaltung auffordernde
Erkennungssequenzen gerade erst durch eine Mutation geschaffen werden. Entsprechende
DNA-Abschnitte aus genetisch nicht identischen Individuen ergeben so haufig
Restriktionsfragmente unterschiedlicher Lénge (englisch: restriction fragment length
polymorphism, RFLP).

Durch Agarose-Gel-Elektrophorese konnen diese Fragmente getrennt werden.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 KORPERGEWICHT

Das Korpergewicht des Menschen kann als ein komplex regulierter Phanotyp aufgefalit werden;
dabei spielen soziale, kulturelle, soziodkonomische, metabolische und psychologische Faktoren
eine wichtige Rolle. Zwillings-, Adoptions- und Familienstudien sowie tierexperimentelle
Befunde legen auch eine Beteiligung genetischer Faktoren nahe [Hebebrand und Remschmidt,

1995 a+c].

2.1.1 BODY-MASS-INDEX UND ALTERSPERZENTILEN

Das Korpergewicht kann nicht als eine isolierte GroB3e verstanden werden. Es ist offensichtlich,
daf} verschiedene Variablen, wie Korperldnge, Alter und Geschlecht, beriicksichtigt werden
miissen. Die moderne epidemiologische Gewichtsforschung bedient sich des Body-Mass-Index
(BMI) als MaB fiir das relative Gewicht, da er eine hohe Korrelation zum Korpergewicht und
eine niedrige zur Korperhohe aufweist [Garrow und Webster, 1985]. Der BMI wird wie folgt
berechnet:

Korpergewicht in kg

(K6rperhohe in m)?

Entsprechend der BMI-Werte werden verschiedene Gewichtsklassen definiert (siche Tabelle
2.1).

Die altersunabhéngige Definition der verschiedenen Gewichtsklassen erweist sich als
problematisch, da der BMI aufgrund ontogenetisch determinierter Schwankungen des relativen
Korpergewichts im Prinzip jeweils nur unter Zugrundelegen der altersentsprechenden BMI-
Verteilung adéquat interpretiert werden kann. Deshalb wurden geschlechtsabhéngige
Altersperzentilenkurven fiir verschiedene Populationen ermittelt. Diese gestatten es, den BMI
eines Menschen in bezug zur jeweiligen Alterspopulation zu setzen [Hebebrand et al., 1994]

(siehe Tabelle 2.2).
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Gewichtsklasse BMI-Wert Gewichtsklasse Perzentile
extremes Untergewicht < 17,5 kg/m’ Untergewicht <15.
Untergewicht 17,5-20 kg/m’ Adipositas 85.-95.
Normalgewicht 20-25 kg/m® extreme Adipositas > 95.
Ubergewicht 25-30 kg/m’

Adipositas 30-40 kg/m’

extreme Adipositas > 40 kg/m’

Tabelle 2.1: Definition der Gewichtsklassen Tabelle  2.2:  Altersperzentilen  fiir
[nach Garrow und Webster, 1985] verschiedene Gewichtsklassen [nach

Hebebrand et al., 1994]

2.1.2 NORMALGEWICHT

Das Korpergewicht ist hinsichtlich einer durchschnittlichen jdhrlichen Energiezufuhr von
800 000 kcal. eine erstaunlich stabil regulierte GroBe. Ein Ungleichgewicht zwischen
Nahrungsaufnahme und Energieverbrauch fiihrt entweder zu Adipositas oder zu Untergewicht.
Beides kann mit erheblichen gesundheitlichen Risiken behaftet sein: Adipdse haben eine
erhohte Pravalenz fir kardiovaskuldre Erkrankungen, Diabetes mellitus, Cholezystolithiasis und
verschiedene Malignome [Burton et al., 1985]. Ob auch Untergewichtige eine eingeschrinkte
Lebenserwartung haben, ist umstritten. Hingegen ist erwiesen, dafl Patienten mit Anorexia

nervosa (AN) ein hohes Mortalititsrisiko haben [Hebebrand et al., 1997].

2.1.3 VERERBUNG

Vergleiche zwischen getrennt und zusammen aufgewachsenen Zwillingspaaren legen dar, daf3
die Umgebung nur einen kleinen Einfluf auf das relative Korpergewicht hat. Die
Intrapaarkorrelation bei monozygoten Zwillingen betrdgt laut Stunkard unabhingig vom
Geschlecht 70 %. Dabei dhneln sich Zwillinge, die gemeinsam aufgewachsen sind, nicht mehr
als die, die getrennt aufgewachsen sind. So hat das gemeinsame Aufwachsen offenbar keinen
Einfluf} auf den BMI. Die Umweltfaktoren, die etwa 30 % der Varianz des BMI erkldren, sind
fiir die jeweiligen Zwillinge spezifisch (sogenanntes ,,nonshared environment®). Ein genetischer
EinfluB} fand sich im Bereich des gesamten Gewichtsspektrums [Stunkard et al., 1990].

Die meisten Adoptionsstudien haben gezeigt, dal die BMI-Werte von Adoptierten denen der
leiblichen Eltern dhnlicher sind als denen der Adoptiveltern. Die BMI-Werte von Geschwistern
dhneln sich mehr als die von Halb- oder Adoptivgeschwistern; allerdings weisen die

Halbgeschwister noch eine signifikante, wenn auch schwichere Korrelation zu den BMI-Werten
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ihrer Halbgeschwister auf, ganz im Gegensatz zu den Adoptivgeschwistern [Teasdale et al.,

1990].

2.1.3.1 ADIPOSITAS

Aus evolutionsbiologischer Sicht ist eine genetische Disposition zur Adipositas vermutlich von
Vorteil; sie kann Menschen in Hungerperioden bessere Uberlebenschancen verschaffen.
Offenbar konnten sich so die entsprechenden ,,dickmachenden Genotypen ausbreiten. Erst in
den letzten Jahrzehnten wirkt sich aufgrund der langanhaltenden Verfiigbarkeit hochkalorischer
Nahrung in den westlichen Industrienationen die Veranlagung zur Adipositas flir den Menschen
schidlich aus [Hebebrand und Remschmidt, 1995 b].

In Tiermodellen sind verschiedene Einzelgen-Mutationen mit massiver Adipositas assoziiert
(siche Tabelle 2.3). 1994 gelang bei ob-Miusen, deren adipdser Phénotyp auf einer Einzelgen-
Mutation beruht, die Klonierung und Sequenzierung des ob-Gens und des dazu homologen

humanen Gens [Zhang et al., 1994].

Tier Locus Transmission
Maus Yellow A dominant
Fat fat rezessiv
Tubby tub
Diabetes db
Obese ob
Ratte Fatty fa

Tabelle 2.3: Monogene Tiermodelle der Adipositas [nach Bouchard und Pérusse, 1996; Tecott
et al., 1996].

Auch beim Menschen gibt es, wenn auch selten, monogen vererbte Krankheiten, die mit

Adipositas assoziiert sind (siche Tabelle 2.4).
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Syndrom Erbgang

Alstrom autosomal rezessiv

Bardet-Biedl autosomal rezessiv

Biemond II autosomal rezessiv

Pickwick autosomal rezessiv (?)

Prader Willi paternale Deletion 15q 11-13 oder maternale Disomie
Achondroplasie autosomal dominant

Tabelle 2.4: Beispiele syndromaler Adipositas beim Menschen [modifiziert nach Bouchard und

Pérusse, 1996].

Bei Mensch und Tier ist allerdings in den meisten Féllen von einer polygenen Regulation
auszugehen. Hierbei wirken Allele an verschieden Genorten zusammen, um den Phénotyp

Korpergewicht zu beeinflussen [Hebebrand et al., 1994].

2.1.3.2 ANOREXIA NERVOSA

Diagnostische Kriterien fiir Anorexia Nervosa nach DSM-IV [American Psychiatry Association,

1994]:

A. Weigerung, das Minimum des fiir Alter und Korpergrofie normalen Korpergewichts zu
halten (z. B. der Gewichtsverlust fiihrt dauerhaft zu einem Korpergewicht von weniger als
85 % des zu erwartenden Gewichts, oder das Ausbleiben einer wdhrend einer
Wachstumsperiode zu erwartenden Gewichtszunahme fiihrt zu einem Korpergewicht von
weniger als 85 % des zu erwartenden Gewichts).

B. Ausgepriigte Angste vor einer Gewichtszunahme oder davor, dick zu werden, trotz
bestehenden Untergewichts.

C. Storung in der Wahrnehmung der eigenen Figur und des Korpergewichts, itibertriebener
Einfluf3 des Kérpergewichts oder der Figur auf die Selbstbewertung, oder Leugnen des
Schweregrades des gegenwdrtigen geringen Korpergewichts.

D. Bei postmenarchalen Frauen das Vorliegen einer Amenorrhoe, d. h. das Ausbleiben von
mindestens drei aufeinanderfolgenden Menstruationszyklen (Amenorrhoe wird auch dann
angenommen, wenn bei einer Frau die Periode nur nach Verabreichungen von Hormonen, z.
B. Ostrogen, eintritt).

Restriktiver Typus: Wihrend der aktuellen Episode der Anorexia nervosa hat die Person keine

regelmdfigen ,, Frefanfille* gehabt oder kein ,, Purging “-Verhalten (das heif3t selbstinduziertes

Erbrechen oder Mif3brauch von Laxantien, Diuretika oder Klistieren) gezeigt.
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., Binge-Eating/Purging “-Typus: Wihrend der aktuellen Episode der Anorexia nervosa hat die
Person regelmdfig Frefanfille gehabt und hat "Purging”-Verhalten (das heifit selbstinduziertes
Erbrechen oder Mifbrauch von Laxantien, Diuretika oder Klistieren) gezeigt [American
Psychiatry Association, 1994].

Zwillings- und Familienstudien deuten auf den EinfluB genetischer Faktoren bei der Atiologie
der Anorexia nervosa hin: Das Risiko, eine AN zu entwickeln, ist bei weiblichen Angehdrigen
einer Patientin achtmal hoéher als in der Allgemeinbevolkerung [Woodside et al., 1993]. Die
Konkordanzraten fiir Anorexia nervosa betragen bei monozygoten Zwillingen 0,71, bei
dizygoten dagegen 0,1. Familienuntersuchungen ergaben, dafl EBstérungen und damit auch
ausgeprigtes Untergewicht bei erstgradigen weiblichen Familienangehorigen mit einer
Haufigkeit von 5-10 % auftreten [Holland et al., 1988].

Auch nach vollstindiger Genesung bleibt der BMI ehemaliger Patientinnen meist deutlich

niedriger als der des Bevolkerungsdurchschnitts [Hebebrand et al., 1997].

2.1.3.3 MONOGEN BEDINGTES UNTERGEWICHT

Abgesehen von den oben genannten dickmachenden Mutationen im Genom der Maus und der
Ratte gibt es noch eine, die bei Méusen die Nahrungsaufnahme - allerdings in die andere
Richtung - beeinflult: Anorexia (anx). Diese autosomal rezessive Mutation fihrt bei
homozygoten Tieren schon frith zum Verhungern, da sie beim Muttertier zu wenig sdugen [Son,

1994].

2.1.4 REGULATION DES KORPERGEWICHTS

Die Regulation des Kdrpergewichts ist ein sehr komplexer Prozef3, der im Detail noch nicht
entschliisselt ist. Dabei hat die Entdeckung des Sattigungsfaktors Leptin die Forschung um
einen groflen Schritt voran gebracht. Leptin wird in Adipozyten gebildet und reguliert
langfristig Energieaufnahme und -verbrauch iiber das Zusammenspiel mit anderen Hormonen
und Neurotransmittern, wie zum Beispiel Neuropeptid Y, GABA und Serotonin [Wang et al.,

1997, Calapai et al., 1999].

2.2 SEROTONIN

2.2.1 SEROTONINMETABOLISMUS

Serotonin ist ein biogenes Amin, das aus der essentiellen Aminosdure L-Tryptophan gebildet
wird, daher auch der systematische Name 5-Hydroxytryptamin (5-HT). Die einzelnen Synthese-
und Abbauwege werden in Abbildung 2.1 dargestellt.
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Im Normalfall werden 1 % des aufgenommenen Tryptophans in 5-HT umgewandelt. Die

Verfiigbarkeit von Tryptophan bestimmt die Geschwindigkeit der Serotoninsynthese: Nahrung,

die viel Tryptophan enthilt, regt die

He. CHz-GH-HHz
m EooH Serotoninsynthese an. Diese Erkenntnis
H
5-Hydrosytryptophan [5-HTE) hat man sich bei der Therapie von
| Aromatizche-L-Aminosiure-Decarboxylaze . .
+ [zDopadecarborylase] Depressionen mit Tryptophan zunutze

Ho
CHE-CH-HHZ . .
: :| [ gemacht. Serotonin-produzierende
H

Zellen nehmen Tryptophan aus dem
S-Hydraxryptamin [5-HT, Serotanin)

l Moncaningidase Blut auf; in das Gehirn gelangt
Hnmc“z'cm Tryptophan iiber ein Transportsystem,
ﬂ das es mit den verzweigtkettigen

S-Hydroayindeylacetyldehyd
Aldehyddehypdragenasze

/ Alkcholddyiragenase Aminosduren - Valin, Leucin und
“N@JJHZ-WDH Isoleucin - sowie Phenylalanin und
Ho
| CHz-GHzOH M 1 A
it \©:L_,u Tyrosin (VA) gemein hat [Loffler und
M

S-Hydraxpindalessigsiure H .
-Hydrorytryptaghol Petrides, 1996].

Die Biosynthese des 5-

Abbildung 2.1: Biosynthese und Abbau von 5- )
Hydroxytryptamins erfolgt analog zu

Hydroxytryptamin [modifiziert nach Forth et al.,
1992]

der des Dopamins (siche Abbildung

2.1). Im Gehirn wird Serotonin im

Zytosol des Perikaryons synthetisiert

und dann iiber das Axoplasma zu den
Synapsen transportiert. Das fertige Serotonin wird mittels eines Carriers in Speichervesikel
aufgenommen. Werden diese Vesikel stimuliert, setzen sie ihren Inhalt in den synaptischen
Spalt frei. Aus dem Spalt befordert der Serotonintransporter das Serotonin wieder zuriick in die
Nervenendigung; daraufhin kann es entweder wieder in Vesikel verpackt oder aber abgebaut
werden. Der Abbau von 5-Hydroxytryptamin erfolgt durch die mitochondriale
Monoaminoxidase A, wobei das Hauptabbauprodukt des Serotonins, die 5-

Hydroxyindolessigsdure, im Harn ausgeschieden wird [Estler, 1994].

2.2.2 PHYSIOLOGIE UND PATHOPHYSIOLOGIE DES SEROTONINS

Serotonin ist in viele physiologische und pathologische Prozesse involviert und hat einen weit
gefacherten Bereich von Aufgaben im menschlichen Korper.

Es kommt sowohl in den enterochromaffinen Zellen, die im ganzen Gastrointestinaltrakt verteilt
sind, vor, als auch in Thrombozyten. Dariiber hinaus ist es auch von erheblicher Bedeutung als

Transmitter von zentralen serotonergen Neuronen [Meyerhof et al., 1993].
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2.2.2.1 PERIPHERIE

90 % des korpereigenen Serotonins werden beim Menschen und den meisten anderen
Saugetieren in den enterochromaffinen Zellen des Magen-Darm-Traktes synthetisiert. Dabei
liegt der Serotonin-Gehalt in den verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes etwa
zwischen 0,5 und 4,0 ng/g Gewebe. Am Magen und Dickdarm wird die Darmtétigkeit durch
Serotonin eher gehemmt, am Duodenum und Jejunum gefordert; dadurch kann es zu Diarrhden
kommen. Die weitgestreuten neurokrinen, parakrinen und endokrinen Funktionen des
Serotonins in den Verdauungsorganen und entsprechenden Gefiflen deuten auf dessen
Bedeutung fiir die Nahrungsaufnahme hin. So enthalten auch einige Neurone des
Darmnervensystems Serotonin [Forth et al., 1992].

In den Blutplittchen ist Serotonin, das aus den enterochromaffinen Zellen des
Gastrointestinaltraktes stammt, in Zellorganellen zusammen mit ATP angereichert. Wenn die
Thrombozyten die intestinalen Blutgefdf3e passieren, nehmen sie das 5-Hydroxytryptamin durch
einen aktiven Transportmechanismus auf. Die aggregierende Wirkung von Serotonin ist
schwach, potenziert jedoch die Wirkung verschiedener anderer Aggregatoren [Forth et al.,
1992].

Da 5-Hydroxytryptamin neben seiner Wirkung auf die glatte Muskulatur auch
Nervenendigungen (z. B. Chemorezeptoren) erregt und damit zusidtzlich reflektorische
Vorginge auslosen kann, sind seine Wirkungen auf den Kreislauf auBerordentlich komplex. So
kommt es nach hohen Serotonindosen zu einer Empfindlichkeitsverminderung der
Serotoninrezeptoren. Auch ist eine ausgepragt konstriktorische Wirkung auf Pulmonal-, Nieren-
und Intestinalarterien sowie auf Venen feststellbar. 5-HT erhoht so den Widerstand und damit
den Druck im kleinen Kreislauf; auf die GefiBle der Skelettmuskulatur hingegen wirkt es
dilatierend und widerstandssenkend [Forth et al., 1992]. Am Herzen verursacht Serotonin
positiv inotrope und chronotrope Effekte, die zum Teil direkt, zum Teil indirekt {ber
Freisetzung von Noradrenalin zustande kommen. 5-HT erregt Baro- und Chemorezeptoren
sowie vagale Nervenendigungen in den Koronargeféf3en [Estler, 1994].

Carcinoide sind neoplastische Verdnderungen der enterochromaffinen Zellen. Diese Tumore
produzieren vasoaktive Substanzen wie Serotonin und Histamin. Dabei enthdlt das
Tumorgewebe bei hoher Decarboxylase- und niedriger Monoaminoxidaseaktivitit
verhéltnisméBig groBe Mengen an 5-Hydroxytryptamin, so dafl der Serotoninpool dieser
Patienten mehrere Gramm betragen kann. Das aufgenommene Tryptophan wird bis zu 60 % in
Serotonin umgewandelt, dem Sechzigfachen des Normalwertes. Die Metastasen des Carcinoides
in der Leber produzieren im Gegensatz zum normalen Lebergewebe Kallikrein, das Kininogene
im Blut umwandelt. Die erhéhte Serotonin- und Bradykininkonzentration im Blut fiihren zur
typischen Symptomatik des Carcinoides: Die Patienten leiden an Koliken, Diarrhéen und

Asthma, auBBerdem verfarbt sich ihre Haut anfallsartig purpurrot [Forth et al., 1992].
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Bei einigen Tierspezies wie Ratte und Maus spielt Serotonin bei allergischen Prozessen eine
wichtige Rolle. Bei diesen Tieren kommt 5-HT neben Histamin auch in den Gewebsmastzellen
vor. Serotonin hat aber beim Menschen keine herausragende Bedeutung bei der Atiologie der

Allergie [Forth et al., 1992].

2.2.2.2 ZENTRALNERVENSYSTEM

Im Zentralnervensystem sitzen

fimp; . . ..
e, o die meisten Zellkorper
n‘.ﬁ?’r
— serotonerger Neurone in den
Limbizches
Systemn Raphekernen. Die Raphekerne
'
\ liegen im Mesencephalon, in der
| Teostrisam Pons und der Medulla oblongata.
Thalarmus ,L\ Ihre Fasern innervieren viele
Hypothalamus ] . . .
v T Bereiche des Gehirns (siche
3 . .
@ A Abbildung 2.2). Die Raphekerne
/mem projizieren vor allem ins
Hucleus = Mesencephalon Vorderhorn des Riickenmarks,
infundibulariz _/"{\-
Kleinhirn

, wo sie Synapsen mit den
Nuclei raphes

Medulls chlongsts Motoneuronen bilden, sowie in

den Nucleus intermediolateralis

und das Hinterhorn. Einige

Sirea reticulariz
superticializ ventrolateraliz

dieser Neurone enthalten

Nucleus tractus solitarii

Riickenmark

Substanz P als Kotransmitter
Nucleuz imtermediclateraliz [Lofﬂer und Petrides, 1996]

Serotonin wird auch im Bulbus

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung serotonerger olfactorius, im Tegmentum des
Bahnen im Zentralnervensystem [modifiziert nach Forth et | Mesencephalons und im
al., 1992] Dienzephalon, insbesondere in

der Hypophyse synthetisiert
[Loffler und Petrides, 1996].

Die zentralen serotonergen Neurone sollen Schlaf-Wach-Rhythmus, Schmerzwahrnehmung,
Nahrungsaufnahme, Appetit, Aggression, FErinnerung, Angst, Korpertemperatur und
Extrapyramidalmotorik regulieren. Das serotonerge System ist fiir die zentrale Regulation der
Stimmung von besonderer Bedeutung. Es ist dasjenige System, das durch alle legalen und
illegalen ,,Gliickspillen aktiviert wird (angefangen von Schokolade bis hin zu Ecstasy und den

halluzinogenen selektiven Serotoninrezeptoragonisten wie LSD) und es ist auch jenes, welches
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insbesondere bei depressiven Erkrankungen und Angststorungen nicht mehr normal funktioniert
[Huether et al., 1998].

In-vitro-Studien sowie Versuche an Tieren und Menschen demonstrieren, daf3 das serotonerge
System einen grofen Einflu auf die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse hat.
Corticoliberin-Neurone im Nucleus paraventricularis des Hypothalamus sind dicht serotonerg
innerviert. Das serotonerge System beeinflufit die Ausschiittung von Corticotropin (ACTH),
Prolaktin, luteinisierendem Hormon (LH), Follikel stimulierendem Hormon (FSH),
Wachstumshormon und Thyreotropin-releasing Hormon (TRH) in der Hypophyse [Bernini et
al., 1992].

In der Epiphyse kann 5-Hydroxytryptamin in Melatonin umgewandelt werden. Dazu muf} es
azetyliert und methyliert werden. Melatonin wirkt auf die Geschlechtshormonausschiittung und
auf die Glucokorticoidsynthese. Seine Ausschiittung folgt einem Tag-Nacht-Rhythmus [Forth et
al., 1992].

Neben einer Fehlfunktion von zerebralen noradrenergen Neuronen wird seit langem auch eine
Fehlfunktion des serotonergen Systems bei der Depression vermutet [Meyerhof et al., 1993].
Serotonin scheint auch eine Rolle bei der Pathophysiologie von Morbus Alzheimer,
Schizophrenie, EBstérungen, Drogenmiflbrauch sowie Migrine und Epilepsie zu spielen [Roth,

1994; Erdmann et al., 1995; Poblete und Azmita, 1995; Nitsch et al., 1996].

2.3 SEROTONINREZEPTOREN

Fiir keinen anderen Transmitter sind so viele Rezeptoren bekannt wie filir Serotonin. Wie fiir
Acetylcholin gibt es fiir Serotonin sowohl G-Protein-gekoppelte als auch Ionenkanal-

Rezeptoren [Meyerhof et al., 1993].

2.3.1 SEROTONINREZEPTORSUBFAMILIEN

Es sind bisher sieben Serotoninrezeptorsubgruppen kloniert und/oder pharmakologisch
beziehungsweise durch Radioligandenstudien charakterisiert worden. (Die Rezeptorfamilien
wurden nach dem Zeitpunkt ihrer Entdeckung durchnumeriert, die einzelnen Rezeptoren mit
Grofibuchstaben und griechischen Kleinbuchstaben gekennzeichnet, sofern dies ndtig war.) Von
der 5-HT;-, der 5-HT,-, der 5-HT¢- und der 5-HT;-Rezeptorsubfamilie ist bisher nur jeweils ein
Rezeptor bekannt [Meyerhof et al., 1993]. Bis auf den 5-HT;-Rezeptor gehdren alle zu den G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren. Diese vermitteln eine langsam modulierende Zellantwort {iber
Stimulierung der Phospholipase C oder iiber Beeinflussung der Adenylatcyclase, welche sowohl
gehemmt als auch stimuliert werden kann. Der 5-HT;-Rezeptor dagegen ist an einen Liganden-
regulierten lonenkanal gekoppelt. Der Einstrom von Na™ und K' verursacht eine schnelle

Depolarisation im Neuron [Kuemmerle et al., 1995]. (Zur genaueren Einteilung der Subfamilien
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sowie der Lokalisation und der Second messenger der einzelnen Serotoninrezeptoren siche
Tabelle 8.1 im Anhang.)

Die Affinitit eines Rezeptors fiir einen bestimmten Liganden wird neben der Primér- und
Sekundarstruktur besonders durch die Tertidr- oder Quartérstruktur des Proteins bestimmt
[Weinshank et al., 1992]. Die Bindungsaffinitdten fiir Serotonin unterscheiden sich bei den
einzelnen Serotoninrezeptorsubfamilien noch deutlich. So haben 5-HT;-Rezeptoren eine hohe,
5-HT,-Rezeptoren nur eine relativ geringe Affinitdt fiir Serotonin [Conn und Sanders-Bush,

1987].

2.3.2 AUFBAU UND HOMOLOGIE DER SEROTONINREZEPTOREN

Alle G-Protein-gekoppelten Rezeptoren haben einen dhnlichen Aufbau: Sie durchlaufen die
zellulire Lipiddoppelschicht siebenmal. Die Ahnlichkeit geht bis in den Aminosiureaufbau
hinein: So befindet sich die Aminoséure Aspargin an einer bestimmten Stelle in der dritten
Transmembranregion in allen bisher klonierten muskarinischen, histaminischen und
serotonergen Rezeptoren. Dieses konservierte Aspargin existiert nicht in Rezeptoren, die keine
biogenen Amine binden. Es scheint fiir die Bindung dieser Transmitter daher unabdingbar zu
sein [Weinshank et al., 1992].

Die Aminosduresequenzhomologien bei G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, wie z. B. bei den 5-
HT;A-, 5-HT,- und opp(adrenergen)-Rezeptoren, liegen bei verschiedenen Spezies zwischen
80-90 % und sind damit relativ hoch. Aber schon diese geringen Abweichungen fithren zu
unterschiedlichem pharmakologischen Verhalten. Der 5-HT;g-Rezeptor der Ratte ist dem
menschlichen 5-HT,p-Rezeptor in der Aminosduresequenz zu 87 % homolog und vermutlich
das Spezieshomologon zu diesem [Weinshank et al., 1992].

Der 5-HT,4-Rezeptor war der erste entdeckte Rezeptor der Subgruppe 5-HT, und wurde bis zur
Entdeckung weiterer Rezeptoren dieser Subgruppe als 5-HT,-Rezeptor bezeichnet. Der friihere
5-HT,c-Rezeptor wird heutzutage auf Grund seines pharmakologischen Verhaltens und seines
Second messengers (Inositoltriphosphat) 5-HT,c-Rezeptor genannt und ist somit ein weiteres
Mitglied der 5-HT,-Rezeptorsubgruppe. Die detaillierten Verwandtschaftsbeziehungen der

Serotoninrezeptoren untereinander werden in Abbildung 2.3 veranschaulicht.
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Bz-adrenerg 3
5-HTia G-Protein gekoppelte
5-HTis Ratte 1
5-HT1pe Mensch 1,2 ;
5-HT1pp 2 |
5-HT1E ‘
5-HT4
5-HTe
5-HT7 ‘ 1
5-HT2a 4
5-HT2c = 4 ‘
5-HT28 -3
5-HTsa
5-HTsB

Rezeptoren

3,6, 7

3,5 ' Tonenkanal-gekoppelte

Rezeptoren
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Abbildung 2.3: Verwandtschaft der Serotoninrezeptoren untereinander
AuBer bei besonderen Angaben handelt es sich um die menschlichen Rezeptoren.
——  gesicherte Verwandtschaft

-------- unsichere oder bisher nicht gesicherte Verwandtschaft

1  Weinshank et al., 1992 5  Matthes et al., 1993
2 Meyerhof et al., 1993 6 Ruatetal., 1993 a
3 Hebebrand et al., 1990 7 Ruatetal., 1993 b
4  Bonhaus et al., 1995

2.3.3 PHYSIOLOGIE UND PATHOPHYSIOLOGIE DER SEROTONINREZEPTOREN

Die vielen verschiedenen Rezeptoruntergruppen vermitteln die unterschiedlichen Funktionen

des Serotonins, wie im folgenden ausgefiihrt wird [Julius et al., 1990].

5-HT,; Zu den 5-HT,-Rezeptoren gehdren der 5-HT -, der 5-HT -, der 5-HTp,-, der 5-
HTpg- und der 5-HTg-Rezeptor.

5-HT,;, Die Blockierung des 5-HT;s-Rezeptors 16st Symptome wie Angst und
niedergeschlagene Stimmung aus [Inyama et al., 1996; Estler et al., 1994]. Das wird
pharmakologisch mit Anxiolytika wie Buspiron, das selektiv bestimmte 5-HT;-
Rezeptoren aktiviert, ausgenutzt [Forth et al., 1992]. Der 5-HT,5-Rezeptor sitzt auf
Korper und Dendriten der Serotoninneurone in den Raphekernen und hemmt als
Autorezeptor die Serotoninausschiittung; seine postsynaptische Funktion dagegen ist
noch relativ unbekannt. Der 5-HTs-Rezeptor beeinflult die Hypophysenfunktion
besonders die ACTH-, Prolaktin- und Oxytocinausschiittung bei Ratten [Fuller, 1996;
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5-HTp

5-HTipg
5-HT)pg

5-HT g

5-HT,

5-HT;a

5-HTsp

5-HTy¢

5-HT;

5-HT;,

5-HT;
5-HTsa

Bagdy, 1996]. Stimulation des 5-HT;s-Rezeptors erhoht die FreBmenge bei
Saugetieren (siehe auch Kapitel 2.5.5) [Dourish, 1995].

Dieser Rezeptor ist bei Erinnerungsprozessen von Bedeutung [Buhot et al., 1995;
Meneses et Hong, 1997], unterdriickt aggressives Verhalten [Saudou et al., 1994] und
ménnliches Sexualgebaren [Fernandez-Guasti und Rodriguez-Manzo, 1992].
Stimulation des 5-HT,g-Rezeptors erhoht die FreBmenge bei Sdugetieren (siche
Kapitel 2.5.5).

Der 5-HTpg-Rezeptor blockiert prasynaptisch die Noradrenalinfreisetzung im
menschlichen Vorhof [Molderings et al., 1996].

Dieser Rezeptor fordert das Zellwachstum [Pauwels et al., 1996].

Da fiir den 5-HTg-, den 5-HTss- und den 5-HTsg-Rezeptor noch kein selektiver
Ligand existiert, ist iiber die genaue Funktion dieser Rezeptoren wenhig bekannt
[Barnes und Sharp, 1999].

Zu den 5-HT,-Rezeptoren gehoren der 5-HT,a-, der 5-HTpp-, und der 5-HTpc-
Rezeptor.

Die Funktionen des 5-HT,s-Rezeptors werden in Kapitel 2.4.3 und 2.5.5.2 genau
erldutert.

Aktivierung des 5-HT,p-Rezeptors induziert die Sticksoffmonoxid-Produktion und
damit eine Vasodilatation in menschliche Koronararterien [Ishida et al., 1998].

Dieser Rezeptor mediiert direkt die Oxytocin-, Prolaktin- und ACTH-Ausschiittung
und damit auch indirekt die Korticosterinfreisetzung [Bagdy, 1992]. Die
adrenocorticale Strefireaktion unterdriickt dessen Expression im Hippocampus
[Holmes et al., 1995]. Er spielt einen wichtige Rolle fiir das Lernen [Meneses und
Hong, 1997].

Durch den 5-HT;-Rezeptor wird das serotonerge und das dopaminerge System
verbunden [Palfreyman et al., 1993]; er fordert die Freisetzung von Neurotransmittern
wie Serotonin, Noradrenalin und Acetylcholin und ist an der Entstehung von
Schmerzen und Angst beteiligt [Forth et al., 1992]. Aktivierung des 5-HT3-Rezeptors
im Nucleus tractus solitarii filhrt zum Erbrechen, Blockade dieses Rezeptors, wie
durch das Antiemetikum Odansetron, hemmt es [Forth et al., 1992]. Der 5-HTs;-
Rezeptor ist bisher der einzige bekannte Ilonenkanal-gekoppelte Rezeptor des
serotonergen Systems [Kuemmerle et al., 1995].

5-HT,-Rezeptorstimulation fiihrt zu einer Relaxation der Muskeln des Magen-Darm-
Traktes [Kuemmerle et al., 1995].

Zu den 5-HTs-Rezeptoren gehdren der 5-HTs4-, und der 5-HTsg-Rezeptor.

Da das menschliche 5-HTsa-Rezeptorgen bei der Holoprosencephalie Typ 3 (ein
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schweres  Fehlbildungssyndrom mit unvollstindiger  Differenzierung des
Prosencephalons, Verminderung des Zwischenaugenabstandes und Abflachung der
Nase) deletiert ist, wird ihm eine Rolle bei der Entwicklung des Gehirns
zugeschrieben [Matthes et al., 1993; Frints et al., 1998].

5-HTsz Da noch kein selektiver Ligand des 5-HTsg-Rezeptors bekannt ist, bleibt dessen
Funktion weitgehend unbekannt [Barnes und Sharp, 1999].

5-HT, Bei Ratten wurde durch antisense Oligonukleotide die Bedeutung des 5-HT;-
Rezeptors fiir Verhalten wie Gdahnen und Kauen aufgezeigt [Bourson et al., 1995].

5-HT, Der 5-HT;-Rezeptor wird mit der Entstehung der zirkadianen Rhythmik bei
Sdugetieren in Verbindung gebracht [Lovenberg et al., 1993].

In Tabelle 8.2 im Anhang werden die wichtigsten Pharmaka, die das serotonerge System
beeinflussen, in einer kurzen Zusammenfassung ihrer Wirkung aufgelistet. Die Bedeutung der
wichtigsten chemischen Verbindungen wird im weiteren Verlauf dieses Kapitels noch

differenziert dargestellt.

2.4 DER 5-HT,4-REZEPTOR

2.4.1 STRUKTUR

2.4.1.1 DAS 5-HT74-REZEPTORGEN

Das Rezeptorgen liegt auf dem langen Arm von Chromosom 13 q14-21 [Inyama et al., 1996].
Der menschliche 5-HT,s-Rezeptor besteht aus drei Exons, die mehr als 20 kb umfassen, wobei
die eigentliche cDNA 1413 Nukleotide lang ist [Chen et al., 1992; Julius et al., 1990].

Das Gen liegt nahe des Gens fiir die Esterase D (ESD) und des Retinoblastoma-1-Gens [Hsieh
et al., 1990]. Retinoblastome sind bdsartige Augengeschwulste, die nahezu ausschlieBlich im
Kindesalter auftreten. Doch nicht nur das Retinoblastomgen, sondern auch das benachbarte 5-
HT,4-Gen sind ,,imprinted”, ebenso wie das 5-HT,,-Rezeptorgen bei Miusen [Kato et al.,
1998]: Hier wird nur das miitterliche Allel methyliert und exprimiert.

In den konservierten Bereichen der 5°-Region des 5-HT,s-Rezeptorgens finden sich
Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren, die vermutlich mitverantwortlich fiir die
Tumorgenese sind, auch scheint die Methylierung mit der Bindungsfihigkeit der
Transkriptionsfaktoren-Repressoren zu interferieren. Dabei konnte die ausschlieBliche
Expression des miitterlichen Allels mit der verspiteten Entwicklung von Retinoblastomen

zusammenhéngen, bei denen das miitterliche Allel verloren ging [Kato et al., 1996]
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2.4.1.2 EXPRESSION UND PROTEINSTRUKTUR

Der 5-HT,A-Rezeptor besteht aus 471 Aminosduren und ist mit dem 5-HT,c-Rezeptor zu 49 %

identisch, in den Transmembrandoménen sogar zu 80 %. Er durchspannt die Lipiddoppelschicht

siebenmal, wobei die 85 N-terminalen Aminosduren extrazelluldr liegen. Er aktiviert, wie der 5-

HT,c-Rezeptor, die Phospholipase C, die den intrazelluldren Second messenger Inositol 1, 4, 5-

triphosphat (IPs) freisetzt und so zu einem schnellen Calziumionen (Ca*")-Einstrom fiihrt; das

verindert die Wachstumseigenschaften der Zelle. Die beiden Rezeptorsubtypen 5-HT,, und 5-

HT,c haben den gleichen Transmitter und den selben intrazelluldren Informationsweg; die

verschiedenen Funktionen der beiden Rezeptoren werden wohl durch unterschiedliche

Expression in verschiedenen Hirnregionen erklért [Julius et al., 1990].

Die mRNA des 5-HT,s-Rezeptors wird im Gehirn in allen neokorticalen Regionen

nachgewiesen, wobei die mRNA sowohl in Pyramidenzellen - mehr in denen der Lamina V als

in denen der Lamina III - als auch in Interneuronen entdeckt wurde; sie fanden sich auch in den

Nuclei corpores mamillares, in den Nuclei pontei, in den motorischen Kernen der Hirnnerven,

im ventralen Horn des Riickenmarks und in geringen Mengen auch im Hippocampus. Nicht

nachgewiesen wurde die 5-HT;,-mRNA in der Substantia nigra, dem Striatum und den

Raphekernen [Burnet et al., 1995; Pompeiano et al., 1994]. Der Rezeptor wurde nicht nur auf

Nervenzellen, sondern auch auf Astrozyten entdeckt [Poblete und Azmitia, 1995].

Agonisten dieses Rezeptors fiithren

e relativ schnell zu einer Desensibilisierung, vermittelt durch o- und/oder e-Proteinkinase C
(unabhingig von Phospholipase C) [Roth et al., 1995],

e zu einer verminderten Expression des 5-HT,4-Rezeptors in einer klonalen Zellinie [Roth et
al., 1995]

e sowie zu einer durch Ca*-Einstrom vermittelten gesteigerten Expression des Rezeptors in

cerebelldren Kornerzellen [Chen et al., 1995; Roth et al., 1995].

2.4.2 POLYMORPHISMEN

Die 5-HT,-Rezeptoren verschiedener Spezies haben unterschiedliche Bindungsaffinititen fiir
verschiedene Pharmazeutika. Dies hingt nicht vom Ort der Expression des Rezeptors oder von
unterschiedlichen Splicevarianten der Séugetiere ab, sondern allein von vereinzelten
Aminoséureaustauschen. Folglich konnen schon einzelne Aminosiureaustausche einen groflen

EinfluB} auf die Funktion eines Rezeptors haben [Weinshank et al., 1992].
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Im Bereich des menschlichen 5-HT,s-Rezeptors sind vier Polymorphismen bekannt (siche

Tabelle 2.5).

Name Position  Nukleotidsequenzédnderung Aminosduresequenzénderung
Thr25Asn +74 C=A Thr = Asn

102T/C +102 T=C keine

516C/T +516 C=>T keine

His452Tyr  +1354 C=T His = Tyr

Tabelle 2.5: Mutationen mit Angabe der Nukleotid- und Aminosduresequenzinderung im
Bereich der 5-HT,,-mRNA [nach Erdmann et al., 1996].

= Austausch zu

Die Entdeckung dieser Polymorphismen fiihrt zu der Frage ihrer physiologischen Relevanz.

Bisher ist diese nur bruchstiickhaft untersucht:

e FEine veridnderte Rezeptordichte im Frontalhirn konnte beim T102C-Polymorphismus bei
keiner Allelkonstellation (T/T; T/C; C/C) nachgewiesen werden [Kouzmenko et al., 1997].

e Ozaki et al. untersuchten den Einflul der Allele des His452Tyr-Polymorphismus auf die
zelluldre Funktion. Zwar lieBen sich weder Unterschiede im Bindungsverhalten des
Rezeptors noch Konzentrationsverdnderungen der G-Protein-Untereinheiten (Phospholipase
C) nachweisen, dafiir aber deutliche Unterschiede in der Kalziummobilisation.
452His/452His-Homozygote haben eine signifikant groflere Latenzzeit, eine kiirzere
Halbwertszeit und einen grofleren Peak in der Mobilisation von Kalzium als 452His/452Tyr-
Heterozygote in Thrombozyten [Ozaki et al., 1997].

2.4.3 PHYSIOLOGIE
Eine Ubersicht {iber die Funktionen des 5-HT,-Rezeptors liefert Abbildung 2.4.
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Ubersicht iiber die Funktionen des 5-HT;A-Rezeptors

Peripherie
e Thrombozyten-
aggregationsforderung Peripherie
o Gefallkontraktion
¢ Intestinaltrakt:
Kontraktion der glatten
Muskelzellen
e Schmerzpotenzierung
e Odem
e Nahrungsaufnahme |
(siehe Kapitel 2.5.6)
e Blutzuckerspiegel T
(siehe Kapitel 2.5.6)
¢ Glykogenolyse (siehe
Kapitel 2.5.6)
Hormone
Glukagon T (siehe Kapitel 2.5.6)
Adrenalin T

Melatonin hemmt den 5-HT2a-Rezeptor
Neuropeptid Y { (siehe Kapitel 2.5.6)
Prolaktin T

Glucokorticoidregulierung

Zentralnervensystem

e extrapyramidal-
motorische Wirkungen

e soziales Verhalten und
Lernen

e Angriffsort fur
Psychostimulanzien
(z.B. LSD und Ecstasy)

e Nahrungsaufnahme |
(siehe Kapitel 2.5.6)

— Corticoliberin vermittelt zum Teil die anorektische Wirkung des Serotonins

im Gehirn
— 5-HT2a-Rezeptor ~ — Corticoliberin T
—ACTH T
— Corticosteron T
— Corticosteron — 5-HT2a-Wirkung {
o Ostrogen erhoht die 5-HT2a-Rezeptordichte

Abbildung 2.4: Ubersicht iiber Funktion und Pathophysiologie des 5-HT,5-Rezeptors (genaue

Erlauterung mit Quellenangaben folgen im Text).
T Anstieg
!l  Senkung

— Beeinflussung

2.4.3.1 PERIPHERIE

Peripher findet sich der 5-HT,s-Rezeptor auf Thrombozyten, deren Aggregation durch

Serotonin gefordert wird. Die Primarstruktur des Rezeptors auf Blutplattchen ist identisch mit

der des korticalen Rezeptors. Dies wire ein Erkldrungsansatz dafiir, da einige
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neuropsychatrische = Erkrankungen mit  verdnderter = Thrombozyten-5-HT,4-Rezeptor-
Bindungsfahigkeit einhergehen sollen [Cook Jr. et al., 1994; Pine et al., 1996].

Stimulation des 5-HT,4-Rezeptors in Gefdllen und im Gastrointestinaltrakt fiihrt zu Kontraktion
der glatten Muskulatur [Yildiz und Tuncer, 1995; Kuemmerle et al., 1995] .

Serotonin potenziert - vermittelt durch den 5-HT,s-Rezeptor - die Schmerzwirkung anderer
inflammatorischer Mediatoren, wie Noradrenalin und Prostaglandin E2. Bei Gabe eines 5-HT;4-
Antagonisten wie Spiperone ruft Prostaglandin E2 beim Versuchstier keine Schmerzantwort
mehr hervor [Abott et al., 1996].

Lokale Serotoninausschiittung fiihrt schnell zu einem Odem durch Fliissigkeitsextravasion.
Dieser Effekt wird durch die 5-HT,4-Antagonisten Ketanserin und Mianserin verhindert [Bryant
et al., 1996].

2.4.3.2 ZENTRALNERVENSYSTEM

Der 5-HT,4-Rezeptor ist mitverantwortlich fiir die extrapyramidalmotorischen Wirkungen des

Serotonins, denn Agonisten 16sen beim Versuchstier Kopfnicken und Hyperlokomotion aus

[Kehne et al., 1996; Maurel-Remy et al., 1995].

Wichtig scheint dieser Rezeptor auch fiir das Lernen zu sein: In Tierexperimenten wurde

nachgewiesen, dal 5-HT,,-Agonisten, wie DOI und Ketanserin, die Lernkapazitit bei Ratten

signifikant erhdhen [Meneses et Hong, 1997].

Es gibt verschiedene Tierexperimente und Studien an Menschen, die darauf hindeuten, daf3 der

5-HT,4-Rezeptor neben dem Lernen auch soziales Verhalten beeinfluf3t:

e Stimulation von 5-HT,anc-Rezeptoren durch DOI vermindert bei Tieren aggressives
Verhalten, wie z. B. Territorialkdmpfe, ohne deren soziales Interesse zu verandern. Weniger
spezifische Agonisten wirken zwar ebenfalls aggressionsmindernd, vermindern aber auch die
Anteilnahme der Tiere an ihrem sozialen Umfeld [Olivier, 1995].

e Auch beim Menschen wurde ein Zusammenhang zwischen dem 5-HT,s-Rezeptor und
asozialem Verhalten nachgewiesen: FEine niedrige 5-HT,s-Rezeptorkonzentration auf
Thrombozyten bei Knaben ist mit einem hohen Risiko korreliert, daB die Eltern unsozial
handeln oder gehandelt haben. Festgemacht wurde das an den Punkten Drogenmif3brauch,
Gefangnisaufenthalte und KindesmiBhandlung [Pine et al., 1996].

Der 5-HT,a-Rezeptor bindet verschiedene Psychostimulanzien wie z. B. LSD, MDMA

(Ecstasy) und DOI [Fiorella et al., 1995; Poblete und Azmitia, 1995]. LSD und DOI, ein

Phenethylaminhalluzinogen, wirken als hochpotente Partialagonisten an korticalen 5-HT,x-

Rezeptoren. Werden diese Rezeptoren auf GABAergen Interneuronen, welche korticale

Pyramidenzellen hemmen, durch eines dieser Pharmaka stimuliert, kommt es zu

Halluzinationen [Marek und Aghajanian, 1996].
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2.4.3.3 HORMONE

Der Serotoninvorlaufer 5S-Hydroxytryptophan erhoht bei Ratten die Prolaktin-, die FSH- und die
LH-Freisetzung aus der Adenohypophyse. Da der 5-HT,,-Antagonist Ketanserin die durch
dieses Pharmakon hervorgerufene Prolaktinfreisetzung blockieren kann, allerdings nicht auf die
FSH- oder LH-Freisetzung wirkt, ist nachgewiesen, daB der 5-HT,s-Rezeptor die
Prolaktinfreisetzung steuert [Lacau-Mengido et al, 1996]. Dies geschieht im Nucleus
paraventricularis hypothalami, in dem die Prolaktinfreisetzung durch den 5-HT,,-Rezeptor
mediiert wird [Badgdy, 1996]. Dieser Mechanismus erkldrt auch die Hyperprolactindmie, die
selektive Serotoninwiederaufhahmehemmer auslésen [Spigset und Mjorndal, 1997].

Der hohe psychotrope Effekt des Sexualsteroids Ostrogen wird unter anderem durch das
Auftreten von Depressionen erkennbar, die héufig bei einem massiven Riickgang der
Ostrogenblutkonzentration - wie in der Menopause oder nach einer Schwangerschaft - bei
Frauen auftreten. Ein Anstieg von Ostrogen stimuliert die Expression des 5-HT,4-Rezeptors im
Frontalhirn bei Ratten. Dies konnte der Wirkmechanismus fiir die stimmungsmodulierende
Funktion des Ostrogens sein [Fink und Sumner, 1996].

Melatonin entsteht aus Serotonin durch Acetylierung der Amino-Gruppe und Methylierung der
Hydroxy-Gruppe. Bei Séugetieren iibt das Neurohormon eine hemmende Wirkung auf die
Corticoliberinfreisetzung aus [Karlson et al., 1994]. Melatonin und Serotonin interagieren
mediiert durch den 5-HT,s-Rezeptor. Die Gabe von Melatonin und verwandter Agonisten
verhindert das durch den 5-HT,s-Agonisten DOI hervorgerufene Kopfnicken bei
Versuchstieren. Bei in vitro-Inkubation von korticalen Hirnscheiben hemmt Melatonin die IP;-

Hydrolyse - den Second messenger-Mechanismus des 5-HT,,-Rezeptors [Eison et al., 1995].

Die Vernetzung zwischen serotonergem

Hypothalamus COftiCOlibeﬁ; (CRH) System und der Glucokorticoidregulierung
Hypophyse Corticotropin (ACTH) (siche Abbildung 2.5) ist besonders eng:
. _‘L ® ) e In Studien mit Antikorpern gegen das
Cortisol und Corticosteron o
Hypothalamushormon  Corticoliberin
Abbildung 2.5: Glucokorticoidregulierung nach (CRH) bei Ratten wurde gezeigt, daB

P. Karlson et al., 1994
— Beeinflussung

® positiv Wirkung des Serotonins im Gehirn

CRH zum Teil die anorektische

vermittelt [le Feuvre et al., 1991].

e 5-HT,anc-Rezeptoren des Nucleus paraventricularis des Hypothalamus [Bagdy, 1992].
stimulieren die adrenale Corticosteron- [Fuller, 1996], die hypophyséire Corticotropin- und
die hypothalamische Corticoliberin-Sekretion [Rittenhouse et al., 1994; Grignaschi et al.,
1995]; Melatonin hemmt - wie oben erwahnt - die Corticoliberin-Sekretion [Karlson et al.,

1994].



2 Literaturiibersicht 23

e Corticosteron - ein Glucokorticoid - vermindert die durch den 5-HT,s-Rezeptoragonisten
DOI hervorgerufenen extrapyramidalmotorischen Symptome bei Ratten [Karlson et al.,
1994; Berendsen et al., 1996].

Serotonin fiihrt - peripher appliziert - dosisabhéngig durch Ausschiittung von Adrenalin aus dem

Nebennierenmark zu beachtlichem Ansteigen des Blutglucosespiegels. Dieser Effekt kann durch

Ketanserin, das als Antagonist am 5-HT,4-Rezeptor wirkt, vollstindig inhibiert werden. Dieser

Rezeptor scheint daher allein fiir die Adrenalinausschiittung bei Serotoningabe verantwortlich

zu sein [Yamada et al., 1995]. Auch in das ZNS applizierte 5-HT,,-Agonisten aktivieren das

katecholaminerge System der Nebenniere [Baudrie und Chaouloff, 1992].

Auf Einfliisse des 5-HT,s-Rezeptors beziiglich Stoffwechselregulation und Nahrungsaufnahme

wird in Kapitel 2.5.6 gesondert eingegangen.

2.4.4 PATHOPHYSIOLOGIE

2.4.4.1 MORBUS ALZHEIMER

Aus einem Amyloidvorlduferprotein  werden Amyloid-B-Peptide gebildet, die der
Hauptpathogenesefaktor bei der Entwicklung des Morbus Alzheimer sind. Die Sekretion dieses
Vorlauferproteins kann durch muscarinische Acetylcholinrezeptoren und auch durch 5-HT4/,C-
Rezeptoren stimuliert werden. Diese Erkenntnis konnte in Zukunft vielleicht fiir eine neuartige

pharmakologische Therapie dieser Krankheit genutzt werden [Nitsch et al., 1996].

2.4.4.2 SCHIZOPHRENIE

Seit langem wird ein Zusammenhang zwischen serotonergem System und Schizophrenie
diskutiert. So wurden im Hirn verstorbener und nicht medikamentds behandelter Schizophrener
deutlich weniger 5-HT,5-Rezeptoren gefunden als in Hirnen Nichterkrankter [Mita et al., 1986;
Ohuoha et al., 1993; Burnet et al., 1996; Kouzmenk et al., 1997]. Von unterschiedlichen
Forschergruppen wurde nachgewiesen, dafl der Polymorphismus an Stelle 102 des kodierenden
Bereiches des 5-HT»4-Gens in die Pathogenese der Schizophrenie involviert ist (siche Tabelle
2.6) [Erdmann et al., 1995; Harrison und Geddes, 1996; Williams et al., 1996; Inayama et al.,
1996]. In der chinesischen [Chen et al., 1997] und italienischen [Verga et al., 1997]

Bevolkerung konnte diese Assoziation jedoch nicht nachgewiesen werden.
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Name Verteilung in der Verteilung bei Patienten P-Wert
gesunden Kontrollgruppe mit Schizophrenie

Thr25Asn  Thr25 98 % Thr25 98 % 1,0
Asn25 2% Asn25 2%

102T/C 102T 45 % 102T 39 % 0,041
102C 55 % 102C 61 % (P <0,01)*

516C/T 516C 98 % 516C 98 % 0,300
516T 2% 516T 2%

His452Tyr His452 92 % His452 92 % 0,571
Tyrd52 8 % Tyrd52 8 %

Tabelle 2.6: Polymorphismen und Héufigkeitsverteilung im Bereich des 5-HT,s-Rezeptors
[nach Erdmann et al., 1995]
*  laut Inayama et al., 1996

Clozapin ist ein sehr potentes atypisches Neuroleptikum, jedoch zeigen 40 % der Schizophrenen
trotz Einnahme dieses Medikamentes keine Besserung der Symptome. Da dieses Pharmakon
von allen Rezeptoren die hochste Affinitit fiir den 5-HT,-Rezeptor hat [Meltzer, 1994], lag es
nahe zu untersuchen, ob der Rezeptorpolymorphismus 102 T/C oder His452Tyr fiir dieses
Phidnomen verantwortlich ist, besonders nachdem eine Assoziation zwischen dem
Basenaustausch an Stelle 102 (siehe Tabelle 2.6) und Schizophrenie gefunden worden war.
Allerdings kamen verschiedene Studien zu unterschiedlichen Ergebnissen: Arranz et al. (1996)
konnten eine Assoziation zwischen beiden Allelvariationen und Unterschieden in der
Clozapinantwort der Patienten nachweisen (p = 0,001), Malhotra et al., (1996) hingegen
bestitigten diesen Befund nicht. Vermutlich werden durch diesen Rezeptor auch die

sogenannten ,,atypischen Wirkungen* des Clozapins vermittelt [ Schmidt et al., 1995].

2.4.4.3 BIPOLARE AFFEKTIVE PSYCHOSE

Ahnlich wie bei der Schizophrenie wurde auf Grund der zur Therapie der bipolaren Stérungen
eingesetzten Pharmaka eine Rolle des 5-HT,s-Rezeptors in der Atiologie dieses
Krankheitsbildes vermutet. Genanalysen konnten allerdings keinen Zusammenhang zwischen
den im 5-HT,s-Rezeptorgen gefundenen Polymorphismen und der affektiven Psychose

nachweisen [Gutierrez et al., 1997].
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2.5 SEROTONIN UND EBVERHALTEN

Serotonin ist ein phylogenetisch primitiver Neurotransmitter [Blundell, 1992]. Bei Blutegeln
reguliert Serotonin Futtersuche, Verdauung und Séttigung [Lent und Dickinson, 1988]; siche
Abbildung 2.6.

Kohlenhydrate T im Blut
|

Serotonin T im Gehirn — Hunger |
?
Fette T im Blut

Abbildung 2.6: Einflufl von Kohlenhydraten und Fett auf den zerebralen Serotoninspiegel und Hunger

T Anstieg
- fiihrt zu
\2 Senkung

2.5.1 PHARMAKOLOGIE

Studien, in denen serotonerge Pharmaka entweder systemisch oder lokal ins
Zentralnervensystem gegeben werden, zeigen die Bedeutung von Serotonin fiir die Kontrolle
des Fref3verhaltens bei Sdugetieren. Serotonin, Serotoninvorldufer sowie direkte und indirekte
Agonisten reduzieren Anzahl und Grofle von Mahlzeiten. Das legt nahe, da3 die ansteigende

serotonerge Transmission fiir Sattigungsverhalten mitverantwortlich ist [Blundell, 1992].

2.5.1.1 INDIREKTE SEROTONINAGONISTEN

Therapieformen bei Adipositas

Diit 450-1500 kcal.

Bewegungstherapie Ausdauersport, Sportarten mit Einsatz grofBer

Muskelgruppen und Gelenkschonung

konservative interventionelle Therapie Magenimplantate

chirurgische Intervention vertikale Gastroplastik, Silikon-Band-
Magenplastik

Medikamente indirekte Serotoninagonisten

Tabelle 2.7: Therapieformen der Adipositas [Ellrott und Pudel, 1996]
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Das Amphetaminderivat Fenfluramin [Estler, 1994] fiihrt zu einer Ausschiittung von Serotonin
und hemmt dessen Wiederaufnahme. Es senkt die Grofle und die Frequenz von Mahlzeiten
sowohl bei Nagetieren als auch bei Menschen, unabhingig davon, ob diese dick oder diinn sind
[Garattini et al., 1989; McMahon und Wellman, 1996].

Vermutlich kommt die Gewichtsreduktion durch eine erhéhte Sattigungskapazitit der einzelnen
Mahlzeiten zustande (Tabelle 2.7). Auch andere indirekte Serotoninagonisten, wie z. B.
Fluoxetin und Dexfenfluramin, haben eine dhnliche Wirkung [Pijl et al., 1993; Drent et al.,
1995].

Im Tierexperiment konnte gezeigt werden, daB die Wirkung des Fenfluramins durch
unterschiedliche Serotoninrezeptoren vermittelt wird: Stimulation von 5-HT,s,c-Rezeptoren
vergrofert den Abstand zwischen den einzelnen Nahrungsaufnahmen, Stimulation von 5-

HT,a18-Rezeptoren verringert die FreBmenge [Simansky, 1996].

2.5.1.2 TRYPTOPHAN

Die Synthese von Serotonin im Gehirn ist abhédngig von der Verfiigbarkeit der Aminosiure
Tryptophan. Diese essentielle Aminosdure kommt in unserer Nahrung von allen Aminosiuren
am seltensten vor. Da die serotonergen Prasynapsen bei einem vermehrten Tryptophanangebot
auch mehr Serotonin produzieren kdnnen, reagieren sie zwangsldufig sehr empfindlich auf
Anderungen ihrer Tryptophanverfiigbarkeit [Huether et al., 1998]. Da der Transport dieser
Aminosaure durch die Blut-Hirn-Schranke mit dem der anderen verzweigtkettigen Aminosauren
(vA) Valin, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin und Tyrosin konkurriert, wird die Menge von
Tryptophan, die ins Gehirn gelangt, durch das Verhéltnis von Tryptophan zu den vA bestimmt.
Insulin  fordert die Aufnahme der VA in Muskelgewebe, wodurch sich deren
Plasmakonzentration erniedrigt. Dagegen beeinflulit Insulin die Plasmakonzentration des
Tryptophans weit weniger stark. Somit erhoht Insulin das Verhéltnis von Tryptophan zu den vA
und dadurch auch die Serotoninkonzentration und -synthese im Gehirn. Relativ stark steigt der
Insulinspiegel und damit die Tryptophanverfiigbarkeit im Gehirn nach einer
kohlenhydratreichen Mahlzeit, nicht jedoch nach einer proteinreichen an. Das deckt sich mit
Befunden, nach denen der Serotoninmetabolismus bei kohlenhydratreicher Nahrung ansteigt
[Pijl und Koppeschaar, 1993; Wurtman und Wurtman, 1995].

Ein dhnlicher Effekt 148t sich, wenngleich iiber einen anderen Mechanismus, gleichermalen
durch eine fettreiche Mahlzeit erreichen. Die postprandiale Erh6hung der freien Fettsduren im
Blut fiihrt zur Verdrangung des an Albumin gebundenen Anteils von Tryptophan. Das so
freigesetzte Tryptophan kann vermehrt ins Gehirn transportiert und zu Serotonin synthetisiert

werden. Die Aktivierung des serotonergen Systems kann daher zumindest fiir einige der nach
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dem Verzehr von kohlenhydrat- bezichungsweise fettreichen Speisen auftretenden

Stimmungsveranderungen verantwortlich gemacht werden [Huether et al., 1998].

2.5.1.3 SEROTONIN UND DER KOHLENHYDRATSTOFFWECHSEL

Serotonin, dessen Synthese, wie oben erwéhnt, vom Kohlenhydratstoffwechsel abhingig ist,

kann auch seinerseits modulierend in den Zuckerhaushalt des Korpers eingreifen:

e Serotonin moduliert die Leistung chemosensitiver neuronaler Systeme: 75 % der
glucosesensitiven Neurone des Hypothalamus kénnen durch 5-HT;-Rezeptoren blockiert
werden [Blundell, 1992].

e Durch zentrale oder periphere Stimulation von 5-HT,s-Rezeptoren kommt es zur
Aktivierung des katecholaminergen Systems und dadurch zur Hyperglykdmie [Yamada et
al., 1995; Baudrie und Chaouloff, 1992].

e Serotonin stimuliert die Glykogenolyse [Poblete und Azmitia, 1995] und in hohen Dosen die
Glukagonausschiittung aus den A-Zellen des Pankreas [ Yamada et al., 1995].

e Serotonin inhibiert die Insulinausschiittung, denn auf die Hyperglykdmie - als Effekt der
serotonerg induzierten Glykogenolyse, Glucagonausschiittung oder Adrenalinfreisetzung -

folgt kein Anstieg des Insulinspiegels [ Yamada et al., 1995].

2.5.1.4 SEROTONINANTAGONISTEN
Mianserin antagonisiert die Wirkung des Serotonins an 5-HT,4- und 5-HT,c-Rezeptoren. Dieser
Stoff steigert die Nahrungsmenge bei Versuchstieren. Ahnlich wirken die weniger spezifischen

Antagonisten Methysergid, Methiothepin, Mesulergin und Metergoline [Blundell, 1992].
2.5.2 HORMONE

2.5.2.1 CHOLEZYSTOKININ

Da auch peripher gegebenes Serotonin die Nahrungsaufnahme vermindert, und Serotonin

schlecht durch die Blut-Hirn-Schranke diffundiert, kann man davon ausgehen, daf3 dieser Effekt

durch peripher liegende Rezeptoren des enterischen Nervensystems zustande kommt [Blundell,

1992]. Ein Weg, auf dem Serotoninneurone postingestive Informationen von ihrem viszeralen

Ursprung in das Vorderhirn {ibermitteln, bietet das Hormon Cholezystokinin:

e Nichtspezifische Serotoninblocker hemmen den inhibitorischen Effekt von exogen
gegebenem Cholezystokinin auf die Nahrungsaufnahme [Blundell, 1992].

e Cholezystokinin-A-Rezeptorblocker vermindern die durch den Serotoninwieder-

aufnahmehemmer Fenfluramin induzierte Hypophagie [Blundell, 1992].
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2.5.2.2 HYPOTHALAMUS - HYPOPHYSE

Man vermutet, dal der Hypothalamus der Ort im Gehirn ist, der die Sattigungssignale des

Serotonins weiterleitet:

e Mikrodialyse zeigt, da3 im Hypothalamus von Ratten die Serotoninausschiittung direkt vor
und wihrend des Essens steigt [Schwartz et al., 1990].

e Mikroinjektion von Serotonin oder serotonergen Pharmaka im Tierexperiment in den
Nucleus paraventricularis im ventrolateralen Hypothalamus reduziert die Nahrungsmenge
[Simansky, 1996].

Bei adipdsen Menschen ist die basale und stimulierte Ausschiittung vieler hypothalamischer

Hormone wie Prolaktin, Wachstumshormon (GH), Thyroidea-stimulierendes Hormon (TSH)

und Vasopressin verringert. Corticoliberin (CRH) fiihrt bei Adipdsen zu einer verringerten

Hypothalamus- und Nebennierenantwort mit geringerer ACTH- und Cortisolausschiittung.

Dextrofenfluramin, ein  indirekter = Serotoninagonist, erhoht die @ ACTH- und

Cortisolausschiittung und normalisiert die Wachstumshormon-, die Prolaktin- und die TRH-

Ausschiittung bei Fettleibigen; bei normalgewichtigen Kontrollprobanden dagegen beeinfluf3t

Dextrofenfluramin die Hormonausschiittung nicht [Bernini et al., 1992].

2.5.3 TIERMODELLE

Die Mausmutation (anx/anx) fithrt bei homozygoten Mutanten zu abnormalem Verhalten, wie es
auch durch pharmakologische Stimulation von Serotoninrezeptoren ausgeldst werden kann: Sie
zittern, gehen anormal, sind hyperaktiv und sdugen beim Muttertier so wenig, daB} sie
verhungern. Wenn man den Mutationstrigern Serotoninantagonisten gibt, werden die
Symptome etwas abgemildert. Immunhistochemisch findet man bei Homozygoten eine viermal
hohere Innervation des Gehirns mit serotonergen Fasern als bei Heterozygoten oder Tieren ohne
diese Mutation. Katecholaminerge Neurone und andere Neurotransmittersysteme sind nicht
betroffen [Son et al., 1994].

Genetisch iibergewichtige fatty (fa/fa)-Ratten haben einen defekten Leptinrezeptor und sind
hypercorticoid, wobei diese neuroendokrine Verdnderung eine Schliisselrolle fiir dieses
Syndrom spielt [Chaouloff et al., 1995]. Wird diesen Ratten TFMPP, ein 5-HT;-
Rezeptoragonist, verabreicht, fressen sie weniger und verlieren Gewicht. Dieser Effekt bleibt
aber nur in der ersten Woche der Therapie stabil, dann steigt die Nahrungsaufnahme wieder.
Chronische Gabe dieses Pharmakons erniedrigt die 5-HT,5-Rezeptordichte im Claustrum und
im Cortex bei fa/fa-Ratten. Ob diese erniedrigte 5-HT,5-Rezeptorkonzentration fiir den
Wirkungsverlust des TFMPP verantwortlich ist, ist noch nicht hinreichend untersucht [Rouru et
al., 1993]. Tecott et al. blockierten bei Mausen die Expression des 5-HT,c-Rezeptors. Bei ad-
libitum-Zugang zu Nahrung nahmen die Méuse deutlich an Gewicht zu, und der Verzehr lie3

sich durch Appetithemmer vom Typ der non-selektiven 5-HT,c-Rezeptoragonisten nicht



2 Literaturiibersicht 29

verringern. In einer Standard-Paarfiitterungsanalyse konnte gezeigt werden, dal sich bei
limitiertem Zugang zu Nahrung der Phénotyp der transgenen Tiere dem der Wildform anpal3t.
Somit erscheint bei diesen Méusen eine Verhaltensabnormalitit, nicht aber eine metabolische
Abnormalitit (wie bei ob/ob- und db/db-Nagern), zu Ubergewicht zu fiihren. Ob sich dieses

Modell auf Menschen tibertragen 146t, mufl noch untersucht werden [Tecott et al., 1996].
2.5.4 EBSTORUNGEN

2.5.4.1 SEROTONINMETABOLISMUS

Offensichtlich spielt Serotonin eine Rolle in der Pathogenese von EBstérungen. Die
Liquorspiegel von 5-Hydroxyindolessigsdure, dem Hauptmetaboliten des Serotonins, sind bei
Patienten mit Anorexia nervosa vermindert, obwohl sich ihre peripheren Serotonin-Spiegel
kaum von denen gesunder Kontrollprobanden unterscheiden. Offenbar versucht der Korper
durch einen verringerten Transmitterabbau die Serotoninkonzentration konstant zu halten
[McBride et al., 1991]. Sobald die Anorexiepatienten wieder ein angemessenes Gewicht
erreichen, normalisiert sich ihr 5-Hydroxyindolessigsdure-Spiegel [McBride et al., 1991; Kaye
et al., 1988]. Im Langzeitverlauf findet sich jedoch im Liquor der Patienten ein erhdhter Spiegel
der 5-Hydroxyindolessigsdure, des Hauptmetaboliten des Serotonin. Vermutlich riihrt das von
einem erhohten zerebralen Serotoninspiegel, der wiederum verantwortlich fiir die Entwicklung
einer Anorexie sein konnte [Kaye et al., 1991]. Erniedrigte zentrale serotonerge Transmissionen
konnen zum Beginn oder zum Fortbestehen einer FreBattacke bei Patienten mit Bulimia nervosa
oder Anorexia nervosa vom Purging-Typ fiithren [Jimerson et al., 1990].

Unter Nahrungsrestriktion vermindert sich die Anzahl von Serotonintransportern an den
Nervendigungen serotonerger Neurone. Wenn Ratten nur die Hélfte ihrer normalerweise téglich
aufgenommenen Futtermenge bekommen, fiihrt diese restriktive Erndhrung (die mit einer zehn-
bis zwanzigprozentigen Gewichtsreduktion einhergeht) schon nach einer Woche zu einer
deutlichen Verringerung der Dichte von Serotonintransportern im Kortex. Interessanterweise
1aBt sich diese Herabregulation der Transporterdichte nur bei jungen, nicht aber bei élteren
Tieren auslosen. Auf Grund der verringerten Serotonintransporterdichte im Kortex kommt es zu
einer erniedrigten Wiederaufnahme des freigesetzten Transmitters. Also &hnelt in gewisser
Weise die durch Nahrungsreduktion ausgeldste Verringerung der Serotonintransporterdichte den
durch Gabe von Serotoninwiederaufnahmehemmern ausgelosten Effekten. Nach zwei bis drei
freiwilligen Fastentagen, also dann wenn sich die Herabregulation des Transporters beobachten
1aBt, schwindet bei den meisten Menschen das Hungergefiihl, und sie erleben eine deutliche
Stimmungsstabilisierung, die manchmal sogar mit Euphorie und Gefiihlen der Transzendenz
gekoppelt ist. Dieser Effekt konnte eine Erkldrung fiir die Entstehung von EBstdrungen bei

vulnerablen Personen sein [Huether et al., 1998].
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2.5.4.2 HYPOTHALAMUS - HYPOPHYSE

Anorexiepatienten haben eine reduzierte Serotoninrezeptorfunktion im Hypothalamus

[Brewerton et al.,, 1990]. Zur Beurteilung der Aktivitit des serotonergen Systems bei

EBgestorten wird die Fahigkeit, serotonerger Agonisten die Prolaktinausschiittung zu fordern,

herangezogen:

e Die Prolaktinantwort auf einen Reiz mit L-Tryptophan oder m-CPP ist im Vergleich zu
Gesunden bei Frauen mit Anorexia nervosa auch nach Erreichen des Zielgewichtes
erniedrigt [Brewerton et al., 1990].

e Wird Patientinnen mit Bulimia nervosa der postsynaptische Serotoninagonist m-CPP
gegeben, zeigen sie, im Vergleich zu einer Kontrollgruppe, eine verminderte
Prolaktinantwort - unabhingig davon, ob sie an einer Depression leiden. Dagegen reagieren
nur Bulimiepatienten, die an einer Depression leiden, auch auf den Serotoninvorldufer L-

Tryptophan mit einem geringeren Prolaktinanstieg im Blut [Brewerton et al., 1992].

2.5.4.3 TIERMODELLE

Psychiatrische Erkrankungen sind tierexperimentell relativ schwer reproduzierbar, dennoch gibt
es einige tierexperimentelle Ansdtze zum Thema EBstorungen. Durch serotonerge Agonisten
kann bei verschiedenen Séugetieren ein Verhalten ausgelost werden, das dem einer Anorexie
dhnelt. Besonders ausgepragt ist die Hypophagie bei weiblichen Tieren [Dourish et al., 1989;
Curzon, 1990].

Es gibt ein Tiermodell fiir Anorexia nervosa oder Zwangsverhalten: Wird der Futterzugang von
Ratten zeitlich auf ein bis zwei Stunden pro Tag eingeschrankt, sinkt das Gewicht der Tiere,
pendelt sich aber auf einem niedrigeren Niveau ein. Wird jedoch Ratten mit dieser
Futterbeschrankung zusétzlich Zugang zu einem Laufrad gewéhrt, nutzen sie dieses so exzessiv,
daB3 sie noch weniger fressen, weiter an Gewicht verlieren und héufig sterben. Fluoxetin, ein
Serotoninwiederaufnahmehemmer mit antidepressiver Wirkung, bewahrt die Tiere vor der
Entwicklung dieser Symptomatik; Tryptophan, die Vorlduferaminosdure des Serotonins,
schwicht die Symptomatik ab; Serotonin hat, ebenso wie andere Serotoninagonisten, die die
Blut-Hirn-Schranke nicht durchdringen konnen, keinen Einflu. Vermutlich blockiert die
Stimulierung von 5-HT,c-Rezeptoren die exzessive Nutzung des Laufrades, denn
Serotoninagonisten mit hoher Affinitit fiir den 5-HT,c-Rezeptor wie TFMPP und m-CPP
konnen diese charakteristische Entwicklung unterdriicken [Wilckens et al., 1992]. Im Gegensatz
zur Anorexia nervosa beim Menschen treten diese Symptome im Tiermodell bei beiden

Geschlechtern gleich verteilt auf [Altemus et al., 1994].
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2.5.5 SEROTONINREZEPTOREN

Die beschriebenen Effekte des Serotonins auf die Nahrungsaufnahme und Sattigung werden

durch verschiedene Rezeptoren vermittelt. Wichtig sind an dieser Stelle der 5-HT;,-, der 5-

HT;z-, der 5-HT,5- und der 5-HT,c-Rezeptor. Dies sind die Rezeptoren, iiber die auch die

Wirkung des appetitziigelnden Fenfluramins vermittelt wird (siche Kapitel 2.5.1.1). Serotonin

vermindert, wenn es peripher gegeben wird, die Menge und Dauer des Fressens bei Ratten, ohne

die Anzahl der FreBphasen zu verringern. Fiir diesen Effekt werden 5-HT,,-Rezeptoren des

Magen-Darm-Traktes verantwortlich gemacht, dagegen scheinen 5-HT;4-Rezeptoren keine

Rolle zu spielen. Wie die 5-HTs.;-Rezeptoren die Nahrungsaufnahme beeinflussen konnen, ist

noch vollig unklar [Simansky, 1996].

5-HT;-Rezeptoren konnen die Nahrungsaufnahme direkt als Autorezeptor, oder indem sie

glucosesensitive hypothalamische Neurone blockieren (siche Kapitel 2.5.1.1), beeinflussen.

Der 5-HTs-Rezeptor erhoht, wenn er z. B. durch 8-OH-DPAT stimuliert wird, die

Nahrungsmenge der behandelten Mause, Katzen, Ratten, Schweine und Affen [Dourish, 1995].

Das erscheint zundchst paradox, da die Stimulation zentraler serotonerger Neurone zu einer

verringerten Nahrungsaufnahme fiihrt, aber der 5-HT;,-Rezeptor hemmt als Autorezeptor die

Serotoninausschiittung der Neurone, auf denen er exprimiert wird. Die anatomischen

Strukturen, an denen die 5-HT;5-Agonisten wirken, sind der dorsale und mediale Raphekern,

der Nucleus paraventricularis, die Area postrema und der Nucleus tractus solitarius. Der

hyperphage Effekt, den 5-HT;s-Agonisten auslosen, wird durch Dopamin- und

Opiatantagonisten blockiert [Dourish, 1995; Fletcher und Davies, 1992]. Direkte Agonisten am

5-HT -, 5-HTa- und 5-HT,c-Rezeptor vermindern die Menge der aufgenommen Nahrung,

allerdings durch unterschiedliche Mechanismen [Simansky, 1996].

e Stimulation von serotonergen 5-HT;p- und 5-HT,c-Rezeptoren im Tierexperiment reduziert
die Menge der aufgenommenen Nahrung und vermittelt vermutlich den sittigenden Effekt
von Nahrung [Samanin und Garattini, 1996]. Maiusen, die den 5-HT,c-Rezeptor nicht
exprimieren, fehlt ein wichtiges Sattigungssignal (sieche Kapitel 2.5.3) [Tecott et al., 1996].

e 5-HT,s-Rezeptoragonisten fiihren dagegen zu einer Unterbrechung des FreBvorganges
[Samanin und Garattini, 1996].

Sowohl Stimulation der 5-HT,A- also auch der 5-HT,c-Rezeptoren senkt die Menge der

aufgenommenen Nahrung. Intraperitoneale Gabe des 5-HT,4/c)-Rezeptoragonisten DOI oder

des 5-HT,pnc-Rezeptoragonisten m-CPP vermindern in den ersten beiden Tagen die

Nahrungsaufnahme der so behandelten Tiere signifikant, dann kommt es bei beiden Pharmaka

zu einer Toleranzentwicklung. Zwischen DOI und m-CPP besteht aber keine Kreuztoleranz bei

der Entwicklung einer Hypophagie [Aulakh et al., 1995]. In einer Doppelblindstudie

verminderte m-CPP bei zwdlf gesunden Frauen die Nahrungsaufnahme. Da die Probandinnen
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jedoch unter Ubelkeit litten, ist noch nicht geklirt, ob sie nur aus diesem Grund weniger al3en,
oder ob das Pharmakon auch direkt den Appetit verringerte [Dourish, 1995].

Wenn 5-HT,4nc-Rezeptoragonisten die Nahrungsaufnahme vermindern, konnte man vermuten,
dal Antagonisten die Nahrungsaufnahme erhohen. Fiir den 5-HT,4,c-Antagonisten Mianserin
trifft das auch zu, denn Ratten, die mit diesem Stoff behandelt werden, fressen deutlich mehr.
Diese Ergebnisse lielen sich aber mit dem 5-HT,s,c-Antagonisten Ketanserin nicht
reproduzieren, iiberraschenderweise hat Ketanserin tiberhaupt keinen Effekt auf die Menge, die

die Tiere fressen [Dourish, 1995].

2.5.6 DER 5-HT,,-REZEPTOR
Zusitzlich zu den schon genannten Punkten hat der 5-HT,s-Rezeptor noch weitere Funktionen

bei der Regulation der Nahrungsaufnahme.

2.5.6.1 ZENTRALNERVENSYSTEM

Serotonerge Nervenendigungen stehen mit Corticoliberin (CRH) enthaltenden Neuronen im
Nucleus paraventricularis des Hypothalamus in synaptischem Kontakt. Wenn die 5-HT,4-
Rezeptoren, die auf den CRH-Neuronen sitzen, zum Beispiel durch DOI stimuliert werden, wird
CRH ausgeschiittet. Die zentrale Injektion des 5-HT,x-Agonisten DOI bewirkt aber nicht nur
zentrale Effekte, sondern auch periphere: Aus den Nebennieren wird Adrenalin freigesetzt,
welches wiederum konsekutiv einen Blutzuckeranstieg hervorruft [Baudrie und Chaouloff,
1992]. So wird verstiandlich, wie der serotonerge 5-HT,s-Rezeptor in der Entstehung einer
StreB3-induzierten Anorexie involviert ist; dieser Effekt wird ndmlich durch CRH mediiert
[Samanin und Garattini, 1996; Grignaschi et al., 1996].

Intracerebral injiziertes Neuropeptid Y (NPY) lost FreBanfdlle aus, die alle anderen
physiologischen Sittigungssignale {berrollen. Wenn zusétzlich zu NPY der 5-HTpa-
Rezeptoragonist DOI in den Nucleus paraventricularis des Hypothalamus von Ratten injiziert
wird, sinkt die normalerweise durch NPY induzierte Nahrungsaufnahme deutlich. Gibt man 5-
HT,5-Antagonisten alleine, sinkt die Rate des sezernierten Neuropeptids wihrend des Essens
deutlich. Vermutlich wird dieser 5-HT,s-Rezeptoreffekt durch Corticoliberin vermittelt
[Grignaschi et al., 1996].

2.5.6.2 PERIPHERIE

Nicht nur zentral injizierte Serotoninagonisten wirken auf die Nebennieren, auch intraperitoneal
verabreichtes Serotonin, das die Blut-Hirn-Schranke nicht durchdringen kann, fiithrt durch
Adrenalinausschiittung zur Hyperglykdmie. Da dieser Effekt nur durch den 5-HTja-
Antagonisten Ketanserin komplett aufgehoben werden kann, ist wahrscheinlich der 5-HTja-

Rezeptor fiir den Blutzuckeranstieg verantwortlich [Yamada et al., 1995]. Periphere 5-HT,4-
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Rezeptoren regulieren die Nahrungsaufnahme aber auch unabhingig von der

Adrenalinausschiittung aus der Nebenniere [Sugimoto et al., 1996 a].

e Serotonin und der Serotoninvorldufer Tryptamin fiihren bei Mausen zur Ausschiittung von
Glucagon durch Stimulation von peripheren 5-HT,s-Rezeptoren [Yamada et al.,, 1993;
Yamada et al., 1994].

e Das orale Antidiabetikum Tolbutamid fiihrt bei Méusen zur Hypoglykdmie. Tryptamin
verhindert das Entstehen dieses Symptoms durch die Aktivierung von 5-HT,4-Rezeptoren.
Erhalten ndmlich die Tiere zusétzlich zu dem Antidiabetikum und dem Tryptamin noch den
5-HT,4-Antagonisten Ketanserin, sinkt der Blutglucosespiegel der Tiere wieder deutlich ab
[Sugimoto et al., 1994].

e Der Serotoninagonist DOI erhéht durch Stimulation von 5-HT,s-Rezeptoren den
Plasmaglucosespiegel bei Ratten [Sugimoto et al., 1996 b]. Die durch diesen 5-HTja-
Agonisten  ausgeloste  Hypophagie ist vom  Nebennierenmark und dessen
Katecholaminausschiittung nicht abhéngig, sehr wohl aber von der Nebennierenrinde und
deren Glucokorticoidfreisetzung [ Yamada et al., 1996].

e Im Pylorus sitzende 5-HT,a-Rezeptoren vermitteln das Gefithl von Hunger und Séttigung
[Yamada et al., 1994; Simansky, 1996]. Wird dieser Serotoninrezeptor auf intestinalen
Muskelzellen stimuliert, kommt es iiber IPs-Ausschiittung zu Ca® -Freisetzung und zur
Kontraktion. 5-HT,;-Rezeptorstimulation fiihrt dagegen, vermittelt durch Stimulation der
Adenylatcyclase, zu einer Relaxation der Muskeln des Magen-Darm-Traktes [Kuemmerle et
al., 1995].

Da der korticale 5-HT)s-Rezeptor mit dem auf Thrombozyten identisch ist, wird der

thrombozytire Rezeptor hiufig fiir die Untersuchung verschiedener Krankheiten herangezogen.

Dessen Funktion wurde auch bei Patientinnen mit Anorexia nervosa getestet. Die

Standardabweichung der Serotonin-verstirkten Pldttchen-Aggregation, mediiert durch den 5-

HT,4-Rezeptorkomplex, war bedeutend groBer bei Patienten, die an EBstérungen litten, als in

einer Kontrollgruppe [McBride et al., 1991].

2.5.6.3 PHARMAKOLOGIE

Pharmaka, die auf den 5-HT,s-Rezeptor wirken, konnen zu teilweise beachtlichen
Gewichtsveridnderungen fithren: Agonisten fithren zu Gewichtsverlust, Antagonisten hiufig zum
Gewichtsanstieg:

Clozapin vermindert bei chronischer Gabe die 5-HT,r-Rezeptorkonzentration im Plexus
choroideus [Kuoppamaki et al., 1995] und fiihrt zum Teil zu drastischen Gewichtszunahmen
[Estler, 1994]. Serotonin und MDMA, besser bekannt unter dem Namen Ecstasy, aktivieren die
Glykogenphosphorylase in Astrozyten im Gehirn iiber 5-HT,5-Rezeptoren. Mianserin, ein

Serotoninantagonist mit ziemlich hoher Affinitit fiir den 5-HT,s-Rezeptor, blockiert diesen
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Effekt. Durch MDMA steigt die extrazelluldre Serotoninaktivitit im Gehirn, brechen die
Glykogenspeicher zusammen und degenerieren terminale Nervenendigungen [Poblete und

Azmitia, 1995].
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3 FRAGESTELLUNG UND HYPOTHESEN
Untersucht wird in dieser Studie der EinfluB der Polymorphismen Thr25Asn, 102T/C und

His452Tyr des 5-HT,A-Rezeptorgens auf die Phinotypen Untergewicht, Ubergewicht und

Anorexia nervosa.

HO: Die Verteilung der Polymorphismen im 5-HT,s-Rezeptorgen steht in keinem
Assoziations- oder Transmissionsungleichgewicht bei den Phénotypen Untergewicht,
Ubergewicht oder Anorexia nervosa.

H1l: Die Verteilung der Polymorphismen im 5-HT,s-Rezeptorgen steht in einem
Assoziations- oder Transmissionsungleichgewicht bei den Phénotypen Untergewicht,

Ubergewicht oder Anorexia nervosa.
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4 PROBANDENKOLLEKTIVE, MATERIAL UND METHODEN

4.1 PROBANDEN

Fir die Assoziations- und Kopplungsstudien wurden Probanden untersucht, die
unterschiedlichen Gewichtsextremen angehoren oder an Anorexia nervosa leiden. Die BMI-
Werte aller Probanden wurden auf Basis des gemessenen Korpergewichts und Kdorpergrof3en
bestimmt.

e Die untergewichtigen Individuen sind Studenten. Voraussetzungen fiir die Aufnahme in die

Studie waren:

BMI < 15. Altersperzentile,

keine somatischen Stérungen,

— keine Erkrankung an Anorexia nervosa in der Vorgeschichte,

Zigarettenkonsum von weniger als 10 pro Tag.

e Extrem adipdse Kinder und Heranwachsende wurden in Kliniken in Murnau und
Berchtesgarden, die sich auf die Behandlung von extremem Ubergewicht spezialisiert haben,
rekrutiert. Voraussetzungen fiir die Aufnahme in die Studie waren entweder
— BMI > 88. Altersperzentile oder
— die Diagnose Adipositas als Einweisungsdiagnose der Landesversicherungsanstalt.

e Die iibergewichtigen Erwachsenen (Studenten der Universitit Marburg) muBiten folgende
Kriterien erfiillen:

— BMI > 90. Altersperzentile,
— keine organischen Erkrankungen,
— Zigarettenkonsum von weniger als 10 pro Tag.

e Patienten mit Anorexia nervosa (AN) wurden in den Kliniken fiir Kinder- und
Jugendpsychiatrie der Universititen von Kdln, Frankfurt, Mannheim und Marburg rekrutiert.
Sie erfiillten die DSM-IV Kriterien fiir AN. Die Patienten wurden entweder mit der neuesten
Version des Composite International Diagnostic Interview (CIDI) [zur Verfligung gestellt
von Professor Wittchen, Miinchen] oder dem Diagnostic Interview for Genetic Studies und
dem FEating Disorder Family History Interview [von Prof. Strober, Los Angeles zur
Verfiigung gestellt] befragt.

e Teilweise wurden auch die Eltern der Ubergewichtigen und der Patienten mit AN rekrutiert.

Alle Probanden bezichungsweise deren Erziehungsberechtigte gaben ihr schriftliches

Einverstindnis. Die Ethikkommision der Philipps-Universitdt Marburg hat keine Bedenken in

Hinblick auf die Durchfiihrung der Untersuchung geduBert.

In Tabelle 4.1 werden die Studiengruppen genauer charakterisiert.
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Diagnose Geschlecht Durchschnittliche BMI-Perzentile  Durchschnittlicher Durchschnittsalter
BMI-Perzentile Min - Max BMI o to
adipdse Kinder f 99,2 87-100 32,6 £6,6 144125
(n =440) m 99,0 88-100 323+52 13,6 £2,1
Ubergewichtige f 96,0 90-100 29,1+4,8 24,7138
(n=151) m 96,4 90-100 29,8+2,7 25,6 £4,3
Untergewichtige f 4,1 0-11 17,6 £0,5 42,5+39
(n=133) m 4,0 0-14 19,1+£0,9 26,2+3,9
AN f 1.4 0-16 14,5+ 1,5% 16,6 £3,4
(n=107) m 0,5 0-1 13,9 +£2,0* 15,3+6,9

Tabelle 4.1: Studienkohorte
6 Standardabweichung
f weibliches Geschlecht
m  minnliches Geschlecht
n  Anzahl der Probanden

*  unbehandelt

Rekrutiert wurden alle Probanden von Mitarbeitern der klinischen Forschergruppe, den Kliniken
fiir Kinder- und Jugendpsychiatrie der Universititen von Koln, Frankfurt, Mannheim und

Marburg.

4.2 VERWENDETE MATERIALIEN

4.2.1 CHEMIKALIEN

In Tabelle 4.2 werden alle verwendeten Materialien und ihre Hersteller genannt.



4 Probandenkollektive, Material und Methoden

38

Chemikalien Bezugsquelle
123 bp Marker Gibco BRL
Agarose NEEO Roth
Ammoniumperoxidsulfat (NH,),SO4 Roth

Albumin (BSA) MBI Fermentas
aq ad injectabile Braun
Bromphenol blau Merck

Buffer green Eurogentec
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck

DNA-Polymerisationsmix (ANTP)
Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylenediamin-tetraaceticacid2Na2H,0O (EDTA)
Ficoll (Type 400)

Formamid

Glycerol

Kaliumchlorid (KCI)
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)
NEBuffer 2

Salzséure (HCI)
Sodiumdodicylsulfat (SDS)
TrisHCI

Xylene-Zyanol blau

Pharmacia Biotech
Merck

Apotheke

Roth

Roth

Pharmacia Biotech
Sigma

Sigma

Merck

Merck

Merck

Merck

New England Biolaps
Merck

Merck

USP

Merck

Tabelle 4.2: Chemikalien und Herstellerangabe
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4.2.2 ENZYME

In Tabelle 4.3 werden die verwendeten Enzyme und deren Bezugsquelle aufgefiihrt.

Enzym Bezugsquelle

Bbv 1 New England Biolabs
BstN 1 New England Biolabs
Msp 1 Eurogentec

Pronase E (Sigma) Sigma
Taq-Polymerase MWG

Tabelle 4.3: Enzyme und ihre Bezugsquelle

4.2.3 OLIGONUKLEOTIDE
In Tabelle 4.4 werden die bei dieser Untersuchung verwendeten Primer und deren Hersteller

aufgefiihrt.

Primername Hersteller

5-HT,a-F MWG

5-HTa-R MWG

5-HTs4-11F Institut fiir Molekularbiologie und Tumorforschung der Universitdt Marburg,
Arbeitsgruppe Krause

5-HT,4-11R Institut fiir Molekularbiologie und Tumorforschung der Universitdt Marburg,
Arbeitsgruppe Krause

Tabelle 4.4: Verwendete Oligonukleotide und ihre Hersteller
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4.2.4 VERWENDETE GROBGERATE

Die in Tabelle 4.5 angegebenen Grofigerdte wurden benutzt.

Geréte Typenname Hersteller
Elelektrophorese- Maxi Gel System Owl-Scientific
Kammer
Kamera digitales Videosystem (GDS) Polaroid
Kiihlzentrifuge Megafuge 2.0 R Heraeus
pH-Meter Labor-pH-mV-Meter pH 525 WTW
Photometer GeneQuant I1 Pharmacia Biotech
Pipetten Finn/Eppendorf
Thermozykler klein ~ Gene Amp PCR System 2400 Perkin Elmer
Thermozykler groB  Gene Amp PCR System 9600 Perkin Elmer
Reinstwasseranlage ~ MiliQ plus Milipore
Rotor Duomax 1030 Heidolph
Schiittelwasserbad 1083 GFL GFL
Stomverteiler Microcomputer Electrophoresis Power ~ Consort

supply E452
UV-Transluminator UV-TM-25 Hoefer Scientific Instruments
Vortex-Schiittelgerait MINI Schiittler MS 1 IKA-Works Inc.
Tischzentrifuge Labofuge 400 E Heraeus

Tabelle 4.5: Angabe der verwendeten Grofigeréte und ihrer Hersteller

4.3 DNA-EXTRAKTION

Genauso wie man ein Gewebe in die lebenden Zellarten zerteilen kann, aus denen es besteht,
146t sich eine Zelle in ihre funktionsfdhigen Organellen und Makromolekiile aufteilen. Durch
osmotischen Schock werden die Blutzellen aufgebrochen. Die verschiedenartigen Komponenten
der durch das Aufbrechen entstandenen Mischung werden durch Zentrifugation nach ihrer
Grofle getrennt: Im allgemeinen unterliegen die grofiten Teilchen der grofBten Zentrifugalkraft
und wandern daher am schnellsten. Bei langsamer Geschwindigkeit sedimentieren grof3e
Komponenten - wie Kerne und nicht aufgebrochene Zellen - schnell und bilden am Boden des
Zentrifugenrohrchens einen Niederschlag (Sediment). Zellproteine werden enzymatisch
gespalten und durch hochprozentige Salzlosung gefillt. Ethanol fiihrt dazu, da3 die DNA aus
dem Zellkern an der Oberfliche schwimmt. Nach dem Ldsen in einem geeigneten Puffer und
der Konzentrationsbestimmung kann die DNA auf eine definierte Konzentration verdiinnt

werden [Alberts et al., 1990; Gassem und Minol, 1996].
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4.3.1 REAGENZIEN UND LOSUNGEN
In Tabelle 4.6 werden die Bestandteile und Konzentrationen der bei der DNA-Extraktion

verwendeten Losungen aufgefiihrt.

Reagenzien Konzentration | g/1000 ml Aqua destillata
Red cell lysis buffer = RCLB | TrisHCI 10 mM 1,21
(pH 6,0) MgCl, 5 mM 1,02

NaCl 10 mM 0,58
SE-Puffer NaCl 75 mM 4,39
(pH 8,0) Na,EDTA 25 mM 8,41
TE-Puffer TrisHCI 10 mM 1,21
(pH 8,0) Na,EDTA 1 mM 0,34
Ethanol absolut

70 %

NaCl-Losung 5M

Tabelle 4.6: Losungen

Reagenzien Einzelprobe

SE-Puffer S5ml
Pronase 10 mg/ml 25 pl
SDS 10 % 500 pl

Tabelle 4.7: Pronase-Reaktionsmix

In Tabelle 4.7 werden die Bestandteile des Pronase-Reaktionsmixes genannt. Die Pronase E
(Sigma) wird in Aq. dest. zu einer Konzentration von 10 mg/ml geldst. Aliquots werden bei

-20 °C gelagert.

4.3.2 DURCHFUHRUNG

Die DNA extrahierten wir mit der Aussalzungsmethode nach Miller (1988) aus Leukozyten.
Dazu wird EDTA-Blut verwendet, da das EDTA die Koagulation des Blutes verhindert. In
einem 50 ml Falcon werden dann 10-20 ml dieses EDTA Blutes mit 30 ml eiskaltem RCLB
gemischt, wodurch die Zellen lysieren. Diese Mischung muf3 15 min bei 4 °C inkubieren und
wiahrenddessen drei- bis viermal gemischt werden. Dann wird das Gemisch 10 min bei
maximaler Geschwindigkeit (3300 Umdrehungen pro Minute) zentrifugiert (Heraeus,

Megafuge). Der UberschuBl wird abgegossen, das Sediment, in dem sich die Zellkerne und
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Mitochondrien mit der DNA befinden, wird mit etwas RCLB aufgenommen und dann mit
RCLB auf 25 ml aufgefiillt. AnschlieBend wird dieses Gemisch wieder 10 min bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert. Das nun neu entstandene Sediment wird mit 5,5 ml Pronase-
Reaktionsmix aufgenommen und iiber Nacht bei 37 °C schiittelnd (GFL, Schiittelwasserbad)
inkubiert, bis die Losung klar ist. In dieser Zeit baut die Pronase die in dem Gemisch
befindlichen Proteine ab. Zu dieser Losung werden am nichsten Tag jeweils 50 ml SE-Puffer
hinzugegeben und 10 min, gegebenenfalls auch Ildnger, bei 55 ©°C schiittelnd (GFL,
Schiittelwasserbad) inkubiert. Sofort nach Zugabe von 5 M NaCl Lésung sollen die Proben 15 s
gevortext werden (IKA-Works, MINI Schiittler). Danach werden die Proben bei
Raumtemperatur und mit 3300 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert (Heraeus, Megafuge),
wobei sich die durch die Salzlosung gefillten Proteine absetzen. Der UberschuB, in dem sich
nun die DNA befindet, wird in ein 50 ml Falcon umgefiillt. Dieses Falcon wird mit Ethanol
aufgefiillt, und die beiden entstehenden Phasen werden langsam gemischt. Die DNA sollte
durch die Alkoholzugabe an der Oberfliche schwimmen. Danach wird die DNA mit einem
Haken (Pasteurpipette mit zusammengeschmolzener Spitze) gefischt, kurz in 70 % Ethanol
geschwenkt und in einem geeigneten Volumen TE-Puffer bei pH 8,0 bei 4 °C iiber Nacht
(Heidolph, Rotor Duomax 1030) oder 1-2 h bei 50 °C im Wasserbad (GFL, Schiittelwasserbad)
gelost.

Anders wird bei vielen kleinen DNA-Bruchstiicken verfahren: Nach der Féllung wird die DNA
fiir 20 min bei Raumtemperatur und maximaler Geschwindigkeit ein weiteres Mal zentrifugiert
(Heraeus, Megafuge). Die DNA setzt sich auf dem Boden des Falcons ab, der Uberschuf3 wird
abgegossen, in das Falcon werden 1,5 ml 70 % Ethanol gegeben und die DNA mit dem Ethanol
in ein Eppendorf Cup iiberfithrt. Das Gemisch wird bei 14 000 x g zentrifugiert (Heraeus,
Labofuge 400 E), dann das Ethanol entfernt. Das Pellet, das die DNA enthilt, soll einige
Minuten an der Luft trocknen und, wie weiter oben beschrieben, in TE-Puffer gelost werden

[modifiziert nach Miller et al., 1988].

4.3.3 PHOTOMETRISCHE KONZENTRATIONSBESTIMMUNG

Die Menge und folglich die Konzentration der DNA, die aus verschiedenen Blutproben
gewonnen wird, ist sehr unterschiedlich und muf3 daher bestimmt werden. Die Konzentration
der im TE-Puffer gelésten DNA wird mit Hilfe eines Photometers (Pharmacia Biotech,
GeneQuant II) bestimmt. Die geloste DNA wird mit destilliertem Wasser 1:200 verdiinnt und
die Extinktion dieser Losung im Photometer bestimmt. Folgende Formel dient zur Berechnung

der Konzentration:

DNA - Konzentration (ul/ml) = Verdiinnung x 50 pg/ml x E60 nm
Exonm  Extinktion bei 260 nm
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Die DNA-Konzentration sollte sich zwischen 300 und 1000 pg/ml bewegen und das Verhiltnis

zwischen DNA und Protein sollte 1,5 nicht unterschreiten.

4.3.4 DNA-VERDUNNUNG
Nachdem die DNA-Konzentration bestimmt wurde, wird ein Teil der DNA-TE-L6sung so mit
TE-Puffer verdiinnt, da3 die DNA-Konzentration der Verdiinnung 100 ng/ul betrdgt. Sowohl

die Verdiinnungen als auch die Ursprungslosungen werden bei -80 °C tiefgefroren.

4.3.5 MIKTROTITERPLATTEN

Zur einfacheren Verarbeitung der Proben werden die DNA-Verdiinnungen auf Mikrotiterplatten
verteilt. Auf Eis werden in jedes der 96 Wells einer Platte 6 pl DNA-Verdiinnung und 25ul aq
injectabile pipettiert und bei -20 °C tiefgefroren. Die Endkonzentration der DNA betrédgt in den
Wells etwa 20 ng/pl.

4.3.6 ANMERKUNG
Nur einen Teil der Blutproben habe ich selber extrahiert; zum groBen Teil konnte ich auf die

Besténde der Klinischen Forschergruppe zuriickgreifen.

4.4 PCR

Mit der Polymerase chain reaction (PCR) konnen spezifische Bereiche der DNA in vitro
amplifiziert werden. Ausgehend von einer genomischen DNA wird innerhalb von Stunden die
Zielsequenz millionenfach vervielfdltigt. Dazu bendtigt man neben der Ausgangs-DNA zwei
kurze synthetische Oligonukleotide (Primer), diec komplementdr an jeweils ein Ende der
Zielsequenz binden, nachdem die DNA denaturiert wurde. An deren 3’-OH-Ende kann die
DNA-Polymerase den Kettenaufbau durch Einbau von Desoxynukleosidtriphosphaten (AINTP’s)
anhand des komplementiren Stranges beginnen und diesen so kopieren. Man benutzt dazu eine
hitzestabile DNA-Polymerase, die auch bei schnellen und extremen Temperaturschwankungen
keinen Aktivitétsverlust erleidet. Die erforderlichen hitzestabilen DNA-Polymerasen fand man
in Mikroorganismen, die ihren natiirlichen Lebensraum in heiBlen Quellen haben. Die hier
verwendete Tag-Polymerase gewinnt man aus Thermus aquaticus. Sie ist bis zu 94 °C
hitzebestéindig und baut 150 Nukleinsduren pro Sekunde ein. Die Taq-Polymerase reagiert sehr
sensitiv auf die Magnesiumchloridkonzentration und da Desoxynukleotidtriphosphate dquimolar
Magnesium-lonen binden, ist die genaue Konzentration an freiem Magnesium abhéngig von der
Konzentration der dNTP’s. Auch EDTA bindet zweiwertige Kationen wie Magnesiumionen,
deren Konzentration zwischen 1,5 und 4 mM liegen sollte, da es bei niedrigeren
Konzentrationen zur Inaktivierung der Taq-Polymerase kommen kann und bei héheren die

Bildung von Nebenprodukten steigt.
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Die Primer miissen spezifisch sein, diirfen am 3’-OH-Ende nicht komplementir sein und keine
Sekundérstruktur ausbilden. Thre Lange sollte zwischen 11 und 35 Basen und der GC-Gehalt bei
etwa 50 % liegen.

Ein Zyklus setzt sich aus Denaturierung der DNA (I.), Primer-Anlagerung (II.) und

Kettenaufbau (III.) zusammen.

I. Denaturierung: Menschliche genomische DNA wird in der Regel bei etwa 93-95 °C
denaturiert. Die Temperatur liegt um so hoher, je hoher der GC-Gehalt des Fragmentes ist.

II. Primeranlagerung: Abkiihlen des Ansatzes auf eine Temperatur, welche eine spezifische
Bindung der Primer an ihre jeweilige Komplementirsequenz im DNA-Strang ermoglicht. Da
die Primer in hohem UberschuB vorhanden sind und die hochmolekulare DNA nur langsam
reassoziiert, erfolgt die Hybridisierung mit der Zielsequenz haufiger mit den Primern. Sie
richtet sich nach dem Basen-Gehalt und der Lange der Primer. Die Feineinstellung erfolgt
empirisch.

Zur ungefdhren Berechnung der Schmelztemperatur der Primer kann man folgende Formel

verwenden. Im Idealfall sollte die Schmelztemperatur der beiden Primer {ibereinstimmen:

2xnpat2xnr+4xnc+4xng=T,

np Anzahl der Adenosinbasen in einem Primer
N Anzahl der Thyminbasen in einem Primer
nc Anzahl der Cytosinbasen in einem Primer
ng Anzahl der Guaninbasen in einem Primer
Ts Schmelzpunkt des Primers

[I.Kettenaufbau: Die Taq-Polymerase hat ihr Temperaturoptimum bei ca. 72 °C, daher wird die
Synthese bei dieser Temperatur durchgefiihrt.
Durch vielfache Wiederholung dieser Zyklen wird die Zielsequenz exponentiell angereichert

[Schimmel, 1990; Strachan und Read, 1996].

4.4.1 REAGENZIEN UND LOSUNGEN

4.4.1.1 10 X PCR-PUFFER
Stocklosungen fiir die 10 x PCR-Puffer (siche zu diesen Tabelle 4.8) sind einmolare TrisHCI-
(pH 8,3; pH 8,8; pH 9,2), MgCl,-, und KCI-Ldsung.
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Puffer-Nr. TrisHCI (mM) pH MgCl, (mM) KCI(mM)

O 0 9 O n b~ W N -

—_— =
N = O

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

8,3
8,3
8,3
8,3
8,8
8,8
8,8
8,8
9,2
9,2
9,2
9,2

15
15
35
35
15
15
35
35
15
15
35
35

250
750
250
750
250
750
250
750
250
750
250
750

Tabelle 4.8: Zusammensetzung des 10 x Puffers

4.4.1.2 MASTERMIX
Der Mastermix hat eine 20 mM TrisHCl-, eine 250 nM EDTA-Konzentration und einen pH-

Wert von 8,0.

4.4.1.3 PRIMER

Primername Sequenz Stockkonzentration (pmol/pl)
5-HT,a-F 5’-TCT GCT ACA AGT TCT GGC TT-3’ 1000

5-HT,s-R 5’-CTG CAG CTT TTT CTC TAG GG-3° 1000

5-HTa-11F 5’-CAA AGC AAG ATG CCA AGA CA-¥ 20

5-HTys-11R - 5°-GGC ATA CAG ATA TGA TCG TTG G-3’ 20

Tabelle 4.9: Sequenz- und Konzentrationsangabe der verwendeten Primer

Der 5-HT,4-F- und der 5-HT,5-R-Primer wurden fiir die PCR auf eine Konzentration von

50 pmol/ul verdiinnt (Sequenz der Primer in Tabelle 4.9).

4.4.1.4 DNTP’S, TAQ-POLYMERASE

Die Stocklosung der dNTP’s hatte eine Konzentration von 200 mM, die Tag-Polymerase von

4 U/ul.
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4.4.2 PCR-OPTIMIERUNG
Zur Optimierung der PCR werden die 12 verschiedenen 10 x PCR-Puffer mit derselben DNA-
Probe getestet. Die Reagenzien (siche Tabelle 4.10) miissen auf Eis zusammenpipettiert werden.

Die Taq-Polymerase wird zuletzt hinzugefiigt.

Reagenz pro 50 ul Ansatz (in pl) Konzentration
10 x PCR-Puffer 5 10 %

DNA 1 2 ng/ul
Primer 0,5 0,5 pmol/ul
Mastermix 1 2%

dNTP 0,5 0,2 nmol/ul
Taq 0,2 0,016 U/ul

aq injectabile 40,3

Tabelle 4.10: PCR-Optimierung

Die PCR wird mit einem PCR-Prozessor (Perkin Elmer, Gene AMP 2400) durchgefiihrt
(Protokoll siehe Einleitung Kapitel 4).

Ergibt keiner der 10 x PCR-Puffer ein spezifisches Amplifikat, werden die Puffer, die starke
Amplifikationen ergeben, mit den in Tabelle 4.11 folgenden Reagenzien zur Optimierung

eingesetzt. Die genannten Mengenangaben beziehen sich auf einen 50 ul PCR-Ansatz.

Reagenz Menge pro 50 ul Reaktionsansatz Ausgangskonzentration Endkonzentration

Formamid 2,5 ul 100 % 5%
DMSO 2,5 ul 100 % 5%
Glycerol 7,5 ul 100 % 15%
(NH4),SO4 2,0 ul 375 mM 15 mM
BSA 3,0 pl 20 mg/ml 1,28 mg/ml

Tabelle 4.11: Zusatzreagenzien fiir die PCR-Optimierung

Zur Optimierung ndhert man die Annealing-Temperatur der Schmelztemperatur von unten her

so lange an, bis man ein spezifisches PCR-Produkt erhalt.

4.4.3 DURCHFUHRUNG
Die Reagenzien fiir die PCR werden unabhingig vom jeweiligen Primer auf Eis

zusammenpipettiert.
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4.4.3.1 TRENNUNG VON VOR- UND NACH-PCR-BEREICH

Die PCR ist eine sehr sensitive Methode, die deshalb fiir Verunreinigungen (genomische DNA

oder PCR-Produkte) sehr anfillig ist. Aus diesem Grund trennt man raumlich:

e Vor-PCR-Bereich: Dort wird die DNA extrahiert und die PCR-Reaktion vorbereitet. Zur
Vermeidung von Verunreinigungen werden die Reagenzien aliquotiert, und bei jeder PCR-
Reaktion muf} eine Wasserprobe als Negativkontrolle mitlaufen.

e Nach-PCR-Bereich: In diesem Raum stehen die Thermozykler fiir die eigentliche PCR-
Reaktion, ein Wasserbad fiir die Restriktion und die Gel-Elektrophorese-Kammern.

In jedem Bereich gibt es eigene Materialien und Geréte, die nicht ausgetauscht werden diirfen.

4.4.3.2 PCR MIT DEN PRIMERN 5-HT,4-F UND 5-HT,4-R
In Tabelle 4.12 werden die Reagenzien und Endkonzentrationen, die fiir die PCR mit den

Primern 5-HT,A-F und 5-HT;A-R bendtigt werden, aufgefiihrt.

Reagenz pro Cup 50 ul- Endkonzentration pro Mikrotiterplatte
Ansatz (in pl) - 96 Proben (in pl)
DNA (aus der Mikro- | je 7,5 3 ng/ul
titerplatte vorlegen)
aq injectabile 37,5 4125
10 x PCR-Puffer 11 5 MgCl, 3,5 nmol/pl 550
KCl 25 nmol/pul
Mastermix 1 EDTA 5-10° nmol/pl 110
TrisHCI 10,4 nmol/ul
Primer 5-HT,4-F 0,5 0,5 pmol/pl 55
Primer 5-HT»4-R 0,5 0,5 pmol/pl 55
dNTP 0,5 0,2 nmol/pl 55
Taq 0,2 0,016 U/ul 22

Tabelle 4.12: Stoffkonzentration fiir den 5-HT,-11F/R-Reaktionsmix

4.4.3.3 PCR MIT DEN PRIMERN 5-HT4-11F UND 5-HT;A-11R
In Tabelle 4.13 werden die Reagenzien und Endkonzentrationen, die fiir die PCR mit den

Primern 5-HT,,-11F und 5-HTA-11R bendtigt werden, aufgefiihrt.
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Reagenzien pro Cup 25 pul-  Endkonzentration pro Mikrotiterplatte -
Ansatz (in pl) 96 Proben (in pl)
DNA (aus der Mikro- je 2,5 2 ng/ul
titerplatte vorlegen)
aq injectabile 17,4 2120
10 x PCR-Puffer 8 2,5 MgCl, 3,5 nmol/ul 300
KCL 74 nmol/pl
Mastermix 0,5 EDTA 5-10° nmol/pl 60
TrisHCI 10,4 nmol/ul
Primer 5-HT,-11F 0,25 0,2 pmol/pl 30
Primer 5-HT,5-11R 0,25 0,2 pmol/pl 30
dNTP 0,25 0,2 nmol/pl 30
Taq 0,1 0,016 U/ul 12
DMSO 1,25 5% 150

Tabelle 4.13: Stoffkonzentrationen fiir den 5-HT,,-11F/R-Reaktionsmix

4.4.3.4 BEDINGUNGEN FUR DIE AMPLIFIZIERUNG IM THERMOZYKLER

Fiir die Amplifikation der unter 4.3.2 und 4.3.3 genannten Primerpaaren wurden folgende

Bedingungen (Tabelle 4.14) gewéhlt:

Zeit Temperatur (in °C) Zyklen

5 min 94 } 1 Zyklus
40 sec 94 )

59 sec 60 t 35 Zyklen
59 sec 72

5 min 72 + 1 Zyklus
oo 4 + 1 Zyklus

Tabelle 4.14: Bedingungen fiir den

Thermozykler

4.5 PCR-RESTRIKTION

Dringt artfremde DNA in Bakterien ein, wird
sie bald nach dem Eindringen zerstort. Dafiir
sind Restriktionsendonukleasen verantwortlich.
Diese Enzyme erkennen eine spezifische DNA-
Zielsequenz. Es gibt mehrere hundert solcher
Restriktionsenzyme, die man sich zur Detektion
von z. B. Punktmutationen zunutze machen
kann. Eine Punktmutation kann eine
Schnittstelle produzieren oder eine vernichten

[Gassen und Minol, 1996].
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4.5.1 REAGENZIEN UND LOSUNGEN

4.5.1.1 ENDONUKLEASEN

In Tabelle 4.15 werden allgemeine Informationen liber die in dieser Untersuchung verwendeten

Endonukleasen gegeben, Tabelle 4.16 nennt die FragmentgroBen der geschnittenen und

ungeschnittenen PCR-Produkte.

BsiN 1

Msp 1

Bbv 1

Spezies Bacillus

Moraxella species

stearothermophilus N

Erkennungssequenz 5°...ClCGG...3
3...GGClC...5
Konzentration 10 U/ul

5...CCINGG...3
3...GG*CC...5
10 U/ul

Bacillus brevis

5...GCAGC(N)! ...3’
3...CGTCGN)pt ... 5
20 U/ul

Tabelle 4.15: Angabe der verwendeten Enzyme, ihrer Konzentration, ihrer Erkennungssequenz

und des Mikroorganismus, aus dem sie gewonnen werden [Erdmann et al.,, 1995;

Herstellerangabe]
A entweder Adenosin oder Thymin
0l Schnittstelle

N  beliebige Basen

untersuchter Polymorphismus Thr25Asn  102T/C  His452Tyr
Enzyme BstN 1 Msp 1 Bbv 1
Fragmentgrof3en
e des ungeschnittenen PCR-Produkts 342 342 248
e des homozygoten Wildtyps (Thr25,| 99/104 125 180
102T, His452) 139 217 68
e des Heterozygoten 99/104 125 248
139 217 180
203 342 68
e des fiir die Mutation Homozygoten 139 342 248
(Asn25, 102C, Tyr452) 203

Tabelle 4.16: Fragmentlédnge in Basenpaaren
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4.5.1.2 PUFFER FUR DIE RESTRIKTION

Die Endonukleasen arbeiten bei spezifischen Ionenkonzentrationen und pH-Werten am

zuverldssigsten. Um diese Ionenverhédltnisse zu schaffen, miissen Puffer verwendet werden

(siche Tabellen 4.17 und 4.18).

Reagenzien NEBuffer 2; pH 7,9 Reagenzien Buffer green; pH 7,9
NaCl 500 mM K-Acetat 500 mM
TisHCI 100 mM Tris-Acetat 200 mM
MgCl, 100 mM Mg-Acetat 500 mM
DTT 10 mM DTT 10 mM
BSA 1000 pg/ul

Tabelle 4.17: NEBuffer 2

4.5.2 DURCHFUHRUNG

Tabelle 4.18: Buffer green

Auf Eis werden folgende Zutaten (Tabelle 4.19) fiir die Restriktion zusammenpipettiert. Die

Mengenangaben bezichen sich jeweils auf einen 30 ul-Ansatz. Inkubiert wurde in einem GFL-

Schiittelwasserbad.
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untersuchter Thr25Asn 102T/C His452Tyr

Polymorphismus

Enzym BstN 1 Msp 1 Bbv1

Enzymmenge 0,2 pl 0,4 pl 0,3 ul

Endkonzentration | 0,066 U/ul 0,133 U/ul 0,1 U/l

Primer 5-HT,4-F/5-HT,4-R 5-HT,A-F/5-HT14-R 5-HT,a-11F/5-HT,4-11R

PCR-Produkt 15 ul 15 ul 11 ul

Puffer NEBuffer 2 Buffer green NEBuffer 2

Puffermenge 3pul 3l 3l

Endkonzentration | NaCl 50 mM |[K-Acetat 50 mM NaCl 50 mM
TrisHCI 10 mM | Tris-Acetat |20 mM TrisHCI 10 mM
MgCl, 10 mM |[Mg-Acetat |50 mM MgCl, 10 mM
DTT ImM |DTT 1 mM DTT 1 mM

BSA 100 pg/ml 100 pg/ml

aq injectabile 11,8 ul 11,6 pl 15,7 ul

Inkubations- +60 °C +37°C +37°C

temperatur

Inkubationsdauer | mindestens 1 h iiber Nacht iiber Nacht

Tabelle 4.19: Restriktion

4.6 GEL-ELEKTROPHORESE

Die DNA-Fragmente, die durch die PCR und eventuell einen anschlieBenden Enzymverdau

gewonnen werden, werden auf ein Agarose-Gel aufgetragen. DNA-Molekiile sind bei neutralem

pH-Wert negativ geladen, weil die Phosphatgruppe jedes Nukleotids eine negative Ladung tragt.

Deshalb wandert die DNA im elektrischen Feld auf die Anode zu. Die Geschwindigkeit hingt

dabei von verschiedenen Bedingungen ab:

e Am wichtigsten ist die GroBe der DNA-Fragmente. Lineare, doppelstrangige DNA-Molekiile

bewegen sich durch die Agarose-Matrix mit einer Geschwindigkeit, die umgekehrt

proportional zum Logarithmus ihrer Grofe ist.

e Weiterhin hdngt die Wanderung der DNA-Stiicke von der Stromstérke,

e den Pufferbedingungen

¢ und vor allem der Agarose-Konzentration ab.

Da die Gel-Matrix eine zufallige Diffusion der Molekiile verhindert, bilden sich Banden. Durch

Anfarben mit Ethidiumbromid werden diese Banden sichtbar [Strachan und Read, 1996].
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4.6.1 REAGENZIEN UND LOSUNGEN

4.6.1.1 1 X TAE-PUFFER
Der 1 x TAE-Puffer ist Bestandteil der Agarose-Gele und dient als Laufpuffer (Tabelle 4.20).

Reagenz Konzentration

TisHCI 0,04 M
Eisessig 2%
EDTA 0,01 M

Tabelle 4.20: Zusammensetzung des 1 x TAE-Puffers

4.6.1.2 AGAROSE-GEL

Die Agarose (3,5 % fiir die Msp I- und Bs¢N I- und 2,5 % fiir die Bbv 1-Restriktionsprodukte)
und 1 x TAE-Puffer werden zusammen aufgekocht, bis sich die Agarose vollstindig geldst hat.
Dann werden unter dem Abzug 20 pl Ethidiumbromid-Losung (1 %) dazugegeben. Das
Gemisch wird in eine Kammer, die vorher mit Kdmmen bestiickt wurde, gegossen, kiihlt aus
und erstarrt. Nach dem Erkalten werden die Kimme entfernt und die entstandenen Geltaschen
konnen beladen werden. Ethidiumbromid interkaliert in die DNA-Doppelhelix. Der DNA-
Ethidiumbromid-Komplex wird durch UV-Licht angeregt und ist als fluoreszierende Bande auf

dem UV-Schirm sichtbar.

4.6.1.3 GEL LOADING BUFFER

Der Gel Loading Buffer dient dazu,

e die DNA-Produkte zu ,,beschweren® und so in den Geltaschen zu halten.

e An seiner Laufweite im Gel kann abgeschitzt werden, wie weit die DNA-Proben gewandert
sind. Bromphenol blau lduft etwa 2,2 mal schneller, Xylen-Zyanol blau etwa genauso schnell
wie ein 200 bp-Fragment.

Der Gel Loading Buffer besteht aus den folgenden Chemikalien, die in destilliertem Wasser

gelost werden (Tabelle 4.21):
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Reagenz Konzentration Tip: Man sollte beim Abwiegen und
Bromphenol blau 0,25 % Mischen vorsichtig sein, da die beiden
Xylene-Zyanol blau 0,25 % ersten Komponenten sehr stark farben.
Ficoll 15 %

Tabelle 4.21: Zusammensetzung des Gel Loading
Buffers

4.6.1.4 123 bp-MARKER

Die 123 bp-Marker-Stockldsung wird verdiinnt: Zu einem Teil Stockldsung wird ein Teil eines
Mixes, der zu 75 % aus destilliertem Wasser und zu 25 % aus Gel Loading Buffer besteht,
hinzugefiigt. Durch den Marker, der neben den DNA-Proben auf dem Gel lauft, kann man
ungefahr abschitzen, wie grofl die Fragemente sind, die auf dem Gel zu sehen sind. Marker-
Banden liegen bei 123, 246, 369, 492 615, 738, 861, 984, 1107, 1230, 1353, 1476, 1599, 1722,
1845, 1968, 2091, 2214, 2337, 2460. 2583, 2706, 2829, 2959, 3075, 3198, 3321, 3444, 3567,
3690, 3813, 3936, 4059 und bei 4182 Basenpaaren.

4.6.2 DURCHFUHRUNG

Das Agarose-Gel wird in eine Gel-Elektrophorese-Kammer (Owl-Scientific), die mit 1 x TAE-
Puffer gefiillt ist, gelegt. Zu den 30ul Verdau-Produkt werden 5ul Gel Loading Buffer
hinzugefiigt. Dann werden 20 pl dieses Verdau-Puffer-Gemisches in die vorgeformten
Geltaschen pipettiert. In jeder zu beladenden Taschenreihe mufl mindestens eine Geltasche mit

2 pl 123 bp-Marker gefiillt werden. Bei 200 V laufen die Proben ca. 90 Minuten.

4.7 PHOTOS

Die Gele werden sofort nach Ende der Gel-Elektrophorese auf einen UV-Schirm (Hoefer
Scientific Instruments, UV-TM-25) gelegt und mit einer Kamera (Polaroid, digitales
Videosystem) aufgenommen. Beim Restriktionsverdau mit dem Enzym BsfN 1 entstehen
Fragmente mit der Basenpaarliange 99 und 104. Diese Unterschiede kdnnen auf dem Agarose-

Gel nicht dargestellt werden. Fiir die Auswertung ist dies aber unerheblich.

4.8 STATISTIK

4.8.1 ASSOZIATION

Eine Assoziation zwischen einem Phénotyp und einem bestimmten Allel kann verschiedene
Griinde haben:

1. Das Allel hat einen direkten EinfluB auf den Phanotyp.
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2. Liegen zwei Polymorphismen eng beieinander, kdnnen sie gekoppelt sein. Dabei ist nur
einer der beiden Polymorphismen von funktioneller Relevanz - der andere ist blof3 zufallig
an den ersten gekoppelt und hat selber keinerlei Einflul} auf die Auspridgung des Phéanotyps.

3. Scheinassoziation: Menschen mit diesem Phidnotyp und Menschen ohne ihn stammen
moglicherweise aus genetisch unterschiedlichen Untergruppen der Bevolkerung, die sich
gleichzeitig auch in der Haufigkeit fiir das Allel A unterscheiden (Stratifikation).

Besonders der letzte Punkt bringt Probleme mit sich. Der Transmission-Disequilibrium-Test

(siehe Kapitel 4.8.2) hilft aus diesem Dilemma [Strachan und Read, 1996].

Trotz der angesprochenen Probleme wurde auch der Assoziationsansatz beschritten, denn die

Probandenrekrutierung fiir den TDT-Test ist auf Grund seiner Konstitution - man bendtigt

neben dem Probanden auch seine leiblichen Eltern - sehr aufwendig, und verstdndlicherweise

bleibt die Fallzahl geringer.

4.8.1.1 DER MODIFIZIERTE )*>-TEST [SCHAFER, 1995]

Basis des modifizierten x2-Tests ist eine Vierfeldertafel (Tabelle 4.22).

Allel A nicht Allel A

Probanden a b at+tb=n

Kontrollen c d ctd=m

Tabelle 4.22: Vierfeldertafel

p : Schitzer der Frequenz des Allels auf Grund der Stichprobe

P ,wahrer P-Wert aus der Grundgesamtheit.

1. Schitzwert fir p;: p, = a
a+b
n c
2. Schitzwert fiir p,: p,=
c+d

_ﬁl(l_ﬁl)_l_ﬁZ(l_ﬁZ)

3. Schitzwert fiir die Varianz: s =

n m

A A

P, — P
s

Teststatistik: 7 =

4.8.1.2 DER EXAKTE TEST NACH FISHER

Neben dem modifizierten y>-Test wurde auch mit dem exakten Test nach Fisher gerechnet.
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4.8.2 DER TRANSMISSION/DISEQUILIBRIUM-TEST (TDT-TEST) [SPIELMAN ET AL.,
1993]
Jedes Individuum Dbesitzt einen diploiden Chromosomensatz (Ausnahme sind die
Geschlechtschromosomen bei Mannern und numerische Aberrationen: z. B. Trisomie 21) und
damit zwei Allele an jedem Genort.
Grundlagen:
e Nur die heterozygoten Elternteile flieen in die Berechnung ein.
e Der Test vergleicht die Haufigkeit, mit der das Allel unter den weitergegebenen oder nicht
weitergegebenen Allelen ist.
HO: Beide Allele werden gleich haufig weitergegeben, und der Polymorphismus hat
keinen Einflu} auf den Phanotyp.
H1: Wenn die Allelhdufigkeiten der vererbten Allele sich unterscheiden, kann ein
Einflu3 des Polymorphismus auf den Phanotyp nicht ausgeschlossen werden.
Der TDT gibt AufschluB iiber ein Transmissionsungleichgewicht. Es werden sowohl
Kopplungsungleichgewicht (~ Assoziation) als auch Kopplung in einem Test nachgewiesen.
e Die Eltern fungieren als ,jinterne* Kontrollgruppe, weshalb es beim TDT-Test keine
Stratifikations-Probleme dhnlich denen der Assoziationstests gibt.
Ein Transmissionsungleichgewicht wird mit Hilfe des McNemar-Tests {berpriift

(Vierfeldertafel in Tabelle 4.23).

nicht transmittiert

wt mt
transmittiert wt a b
mt C d

Tabelle 4.23: Vierfeldertafel
wt Wildtypallel
mt Allel mit der Mutation

Das Signifikanzniveau wird vor dem Test festgelegt, tiblicherweise spricht

(b - 0)2 man bei p-Werten unter 0,05 von einem signifikanten Ergebnis.
DT = ———
b+c
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Neben den unbestreitbaren Vorteilen dieses Tests hat er auch einige Nachteile:

e Der Test kann Assoziationen, die durch ein Kopplungsungleichgewicht ausgeldst werden,
nicht von solchen unterscheiden, bei denen der Marker selbst funktionelle Relevanz hat.

e Der Test ist aufwendiger als die iiblichen Fall-Kontrollstudien, da fiir jeden Probanden zwei
weitere Personen (statt einer weiteren Person) typisiert werden miissen.

e Bei einer geringen Frequenz (unter 10 %) eines Polymorphismus wird der Test erst bei

extrem grof3en Fallzahlen aussagekriftig.

4.8.3 IMPRINTING

Wie in der Einleitung erwéhnt, gibt es Hinweise dafiir, dal3 das 5-HT,4-Rezeptorgen imprinted
ist, d. h. nur das miitterliche Allel wird exprimiert [Mitsua et al., 1996]. Demnach wére nur bei
heterozygoten Miittern der TDT-Test aussagekréftig. Wenn allerdings Mutter, Vater und
Proband heterozygot sind, kann nicht bestimmt werden, von welchem Elternteil das Kind seine
Allele erhalten hat. Solche Familien kdnnen nicht bewertet werden (siehe auch Abbildung 4.1).
Verglichen wird die Héufigkeit der von der Mutter weitergegebenen Allelen. Die Auswertung

erfolgt mit dem TDT-Test.

ABTBB ABTAA ABTAB
\bAB \bAA \bAA

Abbildung 4.1: Bestimmung der aussagekriftigen Allelkonstellationen
A, B Allele;
Das Allel, das von der Mutter weitergegeben wird, ist fettgedruckt.

0O Mutter
L] Vater
¢ Kind

4.8.4 BONFERRONI-KORREKTUR

Bei Assoziationsstudien besteht bei jedem Test ein eigenes Risiko fiir ein falsch positives
Ergebnis. Um Fehler zu vermeiden, mufl man eine Bonferroni-Korrektur durchfiihren [Sachs,
1974]. Der Grenzwert fiir die Signifikanz wird nicht wie iiblich bei p = 0,05 festgesetzt, sondern
bei p = 0,05/n, wobei n die Zahl der unabhéngigen moglichen Assoziationen ist, die gepriift

werden.
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4.8.5 HARDY-WEINBERG-A QUILIBRIUM
Die aus einer Population durch schwere Erkrankung bei Homozygoten aa ausscheidenden
Allele a werden durch neue Mutationen ersetzt, so dal} ein Gleichgewicht besteht. Die Allele

eines Gens sind wie in Abbildung 4.2 verteilt [Passarge, 1994]:

p2+2pq+(£=l

Haufigkeit fiir Homozygote aa
Haufigkeit fiir Heterozygote Aa
Haufigkeit fiir Homozygote AA
Abbildung 4.2: Hardy-Weinberg-Aquilibrium
p, q Héufigkeiten
A, a Allele

Diese Regel kann als Kontrolle verwendet werden, um auszuschliefen, dafl in einer Studie

grobe systematische Fehler unterlaufen sind.

4.9 ANMERKUNG

Diese Arbeit entstand im Zeitraum von Oktober 1996 bis Juni 2000 an der Klinik fiir Psychiatrie
und Psychotherapie des Kindes- und Jugenalters der Philipps-Universitdt Marburg. Mit drei
weiteren Doktoranden (J. Schneider, K. Mideke, T. Lohr) habe ich den Einfluf von
Polymorphismen in Serotonin-, Dopamin- und Leptinrezeptoren auf Untergewicht, Ubergewicht
oder Anorexia nervosa untersucht. Dabei galt mein besonderer Augenmerk dem 5-HT,a-
Rezeptor und seinen drei Polymorphismen. Die Probanden wurden von &rztlichen Mitarbeitern
der Forschergruppe rekrutiert. Ein Teil der DNA der Probanden wurde von mir extrahiert.

PD Dr. Ziegler vom Institut fiir Medizinische Biometrie und Epidemiologie unterstiitzte mich
mit seinem mathematischen Fachwissen bei der Erstellung der in dieser Arbeit aufgefiihrten
Statistiken.

Die fiir die vorliegende Untersuchung notwendigen PCR's, Restriktionen und
Gelelektrophoresen sind von mir selbstindig nach entsprechender Einarbeitung durchgefiihrt
worden. Ich habe mir die zur Erstellung dieser Promotionsarbeit erforderlichen
wissenschaftlichen Grundkenntnisse in Molekulargenetik, Klinik und Biometrie angeeignet.

Fiir den theoretischen Teil dieser Arbeit habe ich den Stand der Forschung im Bezug auf die
Grundlagen des serotonergen Systems unter besonderer Beriicksichtigung des SHT,2-Rezeptors,

der Gewichtsregulation, Adipositas und EBstorungen dargelegt.
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S ERGEBNISSE

5.1 AUSWERTUNG ZUM THR25ASN-POLYMORPHISMUS DES 5-HT;A-REZEPTORS

An Position 74 der Nukleotidsequenz des 5-HT,s-Rezeptormolekiils wird Cytosin gegen
Adenosin ausgetauscht; das fiihrt zu einem Aminosédureaustausch (Threonin - Aspargin) an

Position 25 des Rezeptormolekiils.

5.1.1 GEL-ELEKTROPHORESE

Die Auswertung der PCR erfolgte mit Hilfe der Gel-Elektrophorese. Abbildung 5.1 zeigt ein
Gel, dessen Banden im UV-Licht fluoreszieren. Die Banden stammen vom 123 bp-Marker und
von geschnittenen PCR-Produkten. Die PCR wurde mit den Primern 5-HT,5-F und 5-HT,A-R
durchgefiihrt, der Verdau mit dem Enzym BstN 1. Mit diesem Verfahren werden die Genotypen

der Probanden untersucht.

LR Marker-Banden

T '-'.---1._ ]
t<615-4182bp
J

— 492 bp
« 369 bp
203 bp — «— 246 bp
139 bp — «— 123 bp
99/104 bp —

Abbildung 5.1: Gel-Elektrophorese zur Detektion des Thr25Asn-Polymorphismus

Homozygot fiir Thr25 Vater b
Homozygot fiir Thr25 Proband |

M 123 bp-Marker

1  Homozygot fiir Asn25

2 Leerprobe

3 Heterozygot Mutter
4

5

Thr25 Cytosin an Position 74 des Gens fiihrt zu Threonin an Position 25 des 5-HT,,-Rezeptors.
Asn25 Adenin an Position 74 des Gens fiihrt zu Aspargin an Position 25 des 5-HT,4-Rezeptors.
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5.1.2 GENOTYPEN DER PROBANDEN

Abbildung 5.2 zeigt die Verteilung der Genotypen aller untersuchten Probanden. Nachfolgend
sind die Verteilungen der Genotypen der einzelnen Subgruppen tabellarisch (Tabelle 5.1)

aufgefiihrt. Die Frequenz der Genotypen ist in Klammern angegeben. Die Verteilung der

Genotypen folgt der Regel nach Hardy-Weinberg (a? + 2ab + b> = 1).

694

O Homozygot flr
Thr25 (94,94)

M Homozygot flur
Asn25 (0,14)

Heterozygot
(4,92)

36

Abbildung 5.2: Absolute und prozentuale Verteilung der

Genotypen des Thr25Asn-Polymorphismus im Gesamtkollektiv

Subgruppen insgesamt | Homozygot | Heterozygot | Homozygot
Untersuchte | fiir Thr25 (%) | (%) fiir Asn25 (%)
adipose Kinder 440 414 (94,09) | 26 (591)| O (0)
adipose Kontrollgruppe 51 49 (96,08) | 2 (3)92)| O 0)
Adipdse insgesamt 491 463 (94,30) | 28 (5,70) | O (0)
untergewichtige Probanden 133 127 (9549 | 5 (3,776)| 1 (0,75)
Patienten mit AN 107 104 (97,20) | 3 (2,80)| O (0)

Tabelle 5.1: Genotypverteilungen des 5S-HT,4-Thr25Asn-Polymorphismus

AN Anorexia nervosa
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5.1.3 VERTEILUNG DER ALLELE DES THR25ASN-POLYMORPHISMUS

Thr25 f)Thr2i ASH25 f)AanS
alle untersuchten Probanden 1424 97,40 38 2,60
Adipose insgesamt 954 97,15 28 2,85
untergewichtige Probanden 259 97,37 17 2,63
Patienten mit AN 211 98,60 3 1,40

Tabelle 5.2: Allelfrequenzen des 5-HT,o-Thr25Asn-Polymorphismus in den untersuchten
Kollektiven

p X ist die geschétzte Wahrscheinlichkeit fiir das Allel X an Stelle y

Tabelle 5.2 stellt die absoluten Hiufigkeiten und Frequenzen der Allele an Position 25 (in
Prozent) dar. Es sind fiir die Untergewichtigen, die Adipdsen und die Patienten mit Anorexia

nervosa die geschitzten Héufigkeiten p,, ,s des Thr25-Allels und p, ., des Asn25-Allels

angegeben. Die Fallzahl, die notig wére, um bei einer Power von 80 % und einem
Signifikanzniveau von 5 % den in dieser Studie beobachteten Effekt zu entdecken, wenn er
tatsdchlich existieren wiirde, betrdgt n = 142 665. "Fallzahl" bezeichnet hier die Anzahl der
insgesamt bendtigten Allele, wobei die Verteilung von Adipdsen, Untergewichtigen und
Patienten mit AN zueinander der dieser Studie entspricht.

Aus den Assoziationsansitzen ergeben sich beim Vergleich der Subgruppen unter Anwendung
des exakten Tests nach Fisher (Tabelle 5.3) und des modifizierten y>-Tests (Tabelle 5.4) die
folgenden p-Werte.

exakter Fisher-  JAdipose Untergewichtige | modifizierter y>- JAdipse Untergewichtige
Test Test

Patienten mit AN | 0,3430 0,5232 Patienten mit AN 0,131 0,3370
[Untergewichtige 1 X [Untergewichtige 0,8494 X

Tabelle 5.3: p-Werte bei Anwendung des Tabelle 5.4: p-Werte bei Anwendung des
exakten Tests nach Fisher und Betrachtung  modifizierten ¥>-Tests und Betrachtung des

des Thr25Asn-Polymorphismus Thr25Asn-Polymorphismus



5 Ergebnisse 61

5.1.4 DER TDT-TEST

5.1.4.1 ADIPOSE PROBANDEN

Tabelle 5.5 zeigt die Ergebnisse der Untersuchung von 151 Familientrios (Vater, Mutter und
adiposer Proband).

e Der p-Wert betragt 0,7905.

e Die Transmissionsrate berechnet sich fiir das Allel Thr25 des 5-HT,s-Rezeptors auf

42,85 %.

nicht transmittiert

Thr25 Asn25
transmittiert Thr25 288 6
Asn25 8 0

Tabelle 5.5: Alleltransmission des Thr25Asn-Polymorphismus bei adipdsen Probanden

5.1.4.2 PATIENTEN MIT ANOREXIA NERVOSA

Tabelle 5.6 zeigt die Vierfeldertafel, die sich aus der Untersuchung von 54 Familientrios (Eltern
und Patient mit Anorexia nervosa) ergibt.

e Die Transmissionsrate belduft sich fiir Thr25 auf 66,67 %.

e Der p-Wert betrigt 1.

nicht transmittiert

Thr25 Asn25
transmittiert Thr25 105 2
Asn25 1 0

Tabelle 5.6: Alleltransmission des Thr25Asn-Polymorphismus bei Patienten mit AN

5.1.5 IMPRINTING

Auf Grund einer Verdffentlichung [Kato et al., 1996] gibt es Hinweise darauf, dal nur das
miitterliche Allel des 5-HT,5-Rezeptors exprimiert wird. Bei der Berechnung dieses TDT-Tests
wurden deshalb nur die heterozygoten Miitter berlicksichtigt (Tabelle 5.7).
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Weitergabe der Asn25 Asn25 nicht Transmissionsrate p-Wert
miitterlichen Allele transmittiert transmittiert fiir Asn25 (%)

Adipdse 3 5 37,50 0,7266
Patienten mit AN 2 1 66,67 1

Tabelle 5.7: Transmission der miitterlichen Allele im Bereich des Thr25Asn-Polymorphismus;

Angabe der Transmissionsrate und des p-Wertes

5.2 AUSWERTUNG ZUM 102T/C-POLYMORPHISMUS DES 5-HT,A-REZEPTORGENS

An Position 102 des kodierenden Bereichs des 5-HT,s-Rezeptorgens ist ein Polymorphismus
beschrieben, bei dem Thymin gegen Cytosin ausgetauscht wird. Der Basenaustausch fiihrt zu

keiner Aminosduresequenzinderung des Rezeptorproteins, ist also ein stummer Austausch.

5.2.1 AUSWERTUNG DER GEL-ELEKTROPHORESE DES 102T/C-POLYMORPHISMUS

Die PCR wurde mit den Primern 5-HT,4-F und 5-HT,4-R durchgefiihrt, der Verdau mit dem
Enzym MSP 1. Mit diesem Verfahren konnen die Genotypen der Probanden beziiglich des
Polymorphismus 102T/C bestimmt werden.
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Marker-Banden

)

b« 615-4182bp
)

«— 492 bp

<« 369 bp

«— 246 bp

«— 123 bp

Abbildung 5.3: Auswertung der Gel-Elektrophorese des 102T/C-Polymorphismus

Homozygot fiir 102C
Homozygot fiir 102T

M 123 bp-Marker

1 Homozygot fiir 102C
2 Heterozygot

3 Heterozygot

4  Leerprobe

5  Heterozygot

6

7

Proband )
Vater b
Mutter J
Proband )
Vater b
Mutter J

102C Cytosin an Position 102 des kodierenden Bereichs des 5-HT,5-Rezeptorgens

102T Thymin an Position 102 des kodierenden Bereichs des 5-HT,5-Rezeptorgens

5.2.2 GENOTYPEN DER PROBANDEN

Abbildung 5.4 zeigt die Verteilung der Genotypen des T102C-Polymorphismus am 5-HT;,-

Rezeptorgen im Gesamtkollektiv und Tabelle 5.8 die Verteilungen der Genotypen der einzelnen

Subgruppen. Die Frequenz der Genotypen in Prozent ist in Klammern angegeben. Die

Genotypfrequenzen folgen der Regel von Hardy-Weinberg.
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OHomozygot fir
102C (33,33)

355 B Homozygot fir
102T (17,97)

Heterozygot
(48,70)

131

243

Abbildung 5.4: Verteilung der Genotypen des 102T/C-Polymorphismus;

die prozentuale Frequenz ist in Klammern angegeben.

Subgruppen insgesamt Homozygot | Heterozygot |Homozygot
Untersuchte | fiir 102C (%) | (%) fiir 102T (%)
adipose Kinder 439 144 (32,8) |212 (48,29) |83 (18,91)
adipose Kontrollgruppe 51 14 (27,45) |30  (58,82) |7  (13,73)
Adipése insgesamt 490 158 (32,24) |242 (49,39) |90 (18,37)
untergewichtige Probanden | 132 42 (31,82) |70 (53,03) (20 (15,15)
Patienten mit AN 107 43 (40,19) (43  (40,19) |21 (19,62)

Tabelle 5.8: Genotypen und deren Frequenzen fiir die einzelnen Untergruppen im Bereich des

102T/C-Polymorphismus

5.2.3 VERTEILUNG DER ALLELE AN POSITION 102 DES 5-HT;4-REZEPTORGENS

In Tabelle 5.9 sind die absoluten Haufigkeiten und Frequenzen der Allele an Position 25 (in
Prozent) angegeben. Aus den Assoziationsansdtzen ergeben sich beim Vergleich der
Subgruppen unter Anwendung des exakten Tests nach Fisher (Tabelle 5.10) und des
modifizierten ¥>-Tests (Tabelle 5.11) die dargestellten p-Werte. Die Fallzahl (Anzahl der
Allele), die in diesem Fall nétig wére, bei einer Power von 80 % und einem Signifikanzniveau
von 0,05 den beobachteten Effekt zu entdecken, wenn er tatsdchlich existieren wiirde, betrigt n

=59 028. Der Begriff "Fallzahl" umschreibt die Anzahl der insgesamt benotigten Allele. Dabei
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entspricht die Verteilung von Adipdsen, Untergewichtigen und Patienten mit AN zueinander der

dieser Studie zu Grunde liegenden Distribution.

102C f)102C 102T ﬁ102T

alle untersuchten Probanden | 841 57,68 617 42,32

Adipose insgesamt 558 56,94 422 43,06
untergewichtige Probanden 154 58,33 110 41,67
Patienten mit AN 129 60,28 85 39,72

Tabelle 5.9: Allelanzahl und -verteilung des 102T/C-Polymorphismus in den verschiedenen

untersuchten Untergruppen

exakter Fisher-Test |Adipose Untergewichtige | |modifizierter y>-  JAdipdse Untergewichtige
Test

Patienten mit AN | 0,4013 0,7084 Patienten mit AN | 0,4131 0,7414

Untergewichtige 0,7261 X Untergewichtige 0,7566 X

Tabelle 5.10: p-Werte fir den 102T/C- Tabelle 5.11: p-Werte fiir den 102T/C-
Polymorphismus unter Anwendung des exakten = Polymorphismus unter Anwendung des

Tests von Fisher modifizierten y>-Tests

5.2.4 ALLELTRANSMISSION

5.2.4.1 ADIPOSE PROBANDEN

Tabelle 5.12 liegt eine Untersuchung an 149 Familientrios - bestehend aus Vater, Mutter und
adip6sem Proband - zugrunde.

e Die Transmissionsrate betrigt fiir das Allel 102C des 5-HT,4-Rezeptorgens 55,7 %.

e Der p-Wert belduft sich auf 0,1898.
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nicht transmittiert

102C 102T
transmittiert 102C 94 83
102T 66 55

Tabelle 5.12: Vierfeldertafel zur Detektion eines Transmissionsungleichgewichtes im Bereich

des 102T/C-Polymorphismus bei adipésen Probanden

5.2.4.2 PATIENTEN MIT ANOREXIA NERVOSA
Tabelle 5.13 zeigt die Untersuchung von 54 Familientrios.
e Die Transmissionsrate berechnet sich fir 102C auf 57,14 %.

e Der p-Wert betrédgt 0,3916.

nicht transmittiert

102C 102T
transmittiert 102C 41 28
102T 21 18

Tabelle 5.13: Transmission elterlicher Allele des 102T/C-Polymorphismus an ihre an Anorexia

nervosa erkrankten Kinder

5.2.5 IMPRINTING
Analog des TDT-Tests konnen nur heterozygote Miitter in der Berechnung dieses Tests

beriicksichtigt werden (siche Tabelle 5.14).

Weitergabe der 102C 102C nicht  Transmissionsrate p-Wert
miitterlichen Allele transmittiert transmittiert fiir 102C (%)

Adipdse 34 24 58,86 0,2370
Patienten mit AN 15 11 57,69 0,5572

Tabelle 5.14: Transmission der miitterlichen Allele des 102T/C-Polymorphismus des 5-HT;x-

Rezeptors und die sich ergebenden p-Werte
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5.3 AUSWERTUNG DES H1S452TYR-POLYMORPHISMUS DES 5-HT,,-REZEPTORS

Ein Polymorphismus, bei dem an Position 1354 der Nukleotidsequenz des 5-HT,,-Rezeptorgens
Cytosin gegen Threonin ausgetauscht wird, wurde beschrieben. Dieser fithrt zu einem

Aminosaureaustausch Histidin - Tyrosin an Position 452 der Proteinkette des 5-HTja-

Rezeptormolekiils.

5.3.1 AUSWERTUNG DER GEL-ELEKTROPHORESE

Die PCR wurde mit den Primern 5-HT,o-11F und 5-HT5-11R durchgefiihrt, der Verdau mit
dem Enzym Bbv 1. Abbildung 5.5 zeigt die fluoreszierenden Banden auf dem Agarose-Gel nach

der Gel-Elektrophorese.

= : Marker-Banden

Abbildung 5.5: Auswertung der Gel-Elektrophorese des His452Tyr-Poly-

morphismus des 5-HT,4-Rezeptors

M 123 bp-Marker

Heterozygot
Heterozygot
Homozygot fiir Tyr452

Homozygot fiir His452
Heterozygot
Heterozygot

Heterozygot
Homozygot fiir Tyr452
Homozygot fiir His452

O 03 ONWn KA W —

Proband
Vater
Mutter
Proband
Vater
Mutter
Proband
Vater
Mutter

)
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)
|
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J
|
F
J

His452  Cytosin an Position 1354 des 5-HT,s-Rezeptorgens fiihrt zu

Histidin an Position 452 der Proteinkette.

Tyr452  Thymin an Position 1354 des 5-HT,s-Rezeptorgens fiithrt zu

Tyrosin an Position 452 der Proteinkette.
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5.3.2 GENOTYPEN DER PROBANDEN
Abbildung 5.6 zeigt die Verteilung der Genotypen des His452Tyr-Polymorphismus aller 716
untersuchten Probanden, Tabelle 5.15 die der einzelnen Subgruppen. Sie folgt der Regel nach

Hardy-Weinberg. In Klammern ist die Frequenz (%) angegeben.

O Homozygot fiir His452
(81,28)

B Homozygot fiir
Tyrd52 (3,91)

Heterozygot (14,81)

582

28

106

Abbildung 5.6: Verteilung der Genotypen des His452Tyr-Polymorphismus

aller untersuchter Probanden (Frequenzangabe in Klammern)

Diagnose insgesamt Homozygot fiir | Heterozygot (%) | Homozygot fiir Tyr452
Untersuchte | His452 (%) (%)

adipose Kinder 431 342 (79,35)| 70  (16,24) 19 (4,41)

adipose Kontrollgruppe 51 40 (78,43) | 8 (15,69) 3 (5,88)

Adipdse insgesamt 482 382 (79,26)| 78  (16,18) 22 (4,56)

untergewichtige Probanden | 128 110  (85,94)| 15 (11,72) 3 (2,34)

Patienten mit AN 106 90 (8491 | 13 (12,26) 3 (2,83)

Tabelle 5.15: Absolute und prozentuale Verteilung der Genotypen der einzelnen Subgruppen
des His452Tyr-Polymorphismus

5.3.3 VERTEILUNG DER ALLELE DES 5-HT>4-HI1S452TYR-POLYMORPHISMUS

In Tabelle 5.16 sind die absoluten Héufigkeiten und Frequenzen der Allele des His452Tyr-
Polymorphismus (in Prozent) angegeben. Aus den Assoziationsansitzen ergeben sich beim
Vergleich der Subgruppen unter Anwendung des exakten Tests nach Fisher (Tabelle 5.17) und
des modifizierten y>-Tests (Tabelle 5.18) die folgenden p-Werte. Die Fallzahl, die notig wiére,
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um bei einer Power von 80 % und einem Signifikanzniveau von 5 % den beobachteten Effekt zu

entdecken, sofern er tatséchlich existiert, betrdgt n = 2402. Abbildung 5.7 zeigt die prozentualen

Verhiltnisse zwischen den Allelen Tyr452 und His452 sowie den Phédnotypen Untergewicht,

Ubergewicht und Anorexia nervosa (AN).

Hisd52 D s0

Tyrd52 p Tyras2

alle untersuchten Probanden | 1270 88,69 162 11,31
Adipdse insgesamt 842 87,34 122 12,66
untergewichtige Probanden 235 91,80 21 8,2
Patienten mit AN 193 91,04 19 8,96

Tabelle 5.16: Absolute und prozentuale Verteilung der Allele des His452Tyr-Polymorphismus

exakter Fisher- Adipése  Untergewichtige | [ modifizierter x3- | Adipdse Untergewichtige
Test Test

Patienten mit AN | 0,1606 0,8684 Patienten mit AN | 0,0970 0,7872
Untergewichtige 0,0495 X Untergewichtige | 0,0366 X
Tabelle 5.17: p-Werte, die sich bei der Tabelle 5.18: p-Werte, die sich bei der
Auswertung der  Allelfrequenzen des Auswertung der  Allelfrequenzen  des
His452Tyr-Polymorphismus mit dem exakten His452Tyr-Polymorphismus mit dem

Test nach Fisher ergeben

modifizierten y>-Test ergeben
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OTyr452
OHis452

Adipése Untergewichtige AN

Abbildung 5.7: Prozentuale Verhiltnisse zwischen den Allelen Tyr452 und His452 bei

den Phéinotypen Adipositas, Untergewicht und Anorexia nervosa (AN).

5.3.4 DER TDT-TEST

5.3.4.1 ADIPOSE PROBANDEN

Tabelle 5.19 liegt eine Untersuchung an 144 Familientrios zugrunde.

e Die Transmissionsrate beziffert sich fiir das Allel His452 auf 46,81 %.
e Der p-Wert betrégt 0,6587.

nicht transmittiert
His452 Tyr452
transmittiert His452 230 22
Tyrd52 25 11

Tabelle 5.19: Alleltransmission bei adipdsen Kindern im Bereich des His452Tyr-
Polymorphismus des 5-HT,4-Rezeptors

5.3.4.2 PATIENTEN MIT ANOREXIA NERVOSA

Tabelle 5.20 zeigt die Ergebnisse der Untersuchung von 55 Familientrios.
e Die Transmissionsrate betrigt fiir das His452-Allel 40,00 %.

e Der p-Wert belduft sich auf 0,3916.
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nicht transmittiert

transmittiert

His452 Tyrd52
His452 97 4
Tyrd52 6 3

Tabelle 5.20: Alleltransmission bei Patienten mit AN im Bereich des His452Tyr-

Polymorphismus des 5-HT,,-Rezeptors

5.3.5 IMPRINTING

Die Berechnung des TDT-Tests bezieht nur die heterozygoten Miitter ein (Tabelle 5.21).

Weitergabe der His452 His452 nicht Transmissionsrate  p-Wert
miitterlichen Allele transmittiert transmittiert fiir His452 (%)

Adipose 13 10 56,52 0,6776
Patienten mit AN 2 3 40,00 1

Tabelle 5.21: Transmission der miitterlichen Allele des 5-HT,s-His452Tyr-Polymorphismus

5.4 BONFERRONI-KORREKTUR

Alle p-Werte, die in diesem Kapitel genannt wurden, sind nominale p-Werte; die Bonferroni-

Korrektur wurde nicht angewendet.
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6 DISKUSSION

6.1 UNTERSUCHTE POLYMORPHISMEN IM KODIERENDEN BEREICH DES 5-HT ;-

REZEPTORS

6.1.1 DIE POLYMORPHISMEN

Thr25Asn

102T/C

His452Tyr

Bei den Assoziationsansitzen konnte kein Einflufl dieses Polymorphismus des 5-
HT,a-Rezeptors auf die untersuchten Phéanotypen Untergewicht, Adipositas und
Anorexia nervosa nachgewiesen werden (p-Werte zwischen 0,131 und 1). Auch der
TDT-Test mit und ohne der Hypothese des maternalen Imprintings zeigte bei den
beiden Phéanotypen Adipositas und Anorexia nervosa kein anderes Ergebnis (kein
p-Wert  kleiner 0,7266). Bestitigt wird die Vermutung, dall dieser
Rezeptorpolymorphismus keinen Einflul nimmt, auch durch die Gesamtfallzahl,
die ndtig wire, um bei einer Power von 80 % und einem Signifikanzniveau von 5%
den in dieser Studie beobachteten Effekt zu entdecken, wenn er tatsdchlich
existieren wirde, ndmlich n = 142 665! "Fallzahl" bezeichnet hier die Anzahl der
insgesamt  bendtigten  Allele, wobei die Verteilung von  Adipdsen,
Untergewichtigen und Patienten mit AN zueinander der Verteilung, die dieser
Studie zugrunde lag, entspricht.

Zu demselben Ergebnis wie bei Untersuchung des Thr25Asn-Polymorphismus
fihrt die Betrachtung des 102T/C-Polymorphismus: Ein FEinfluB des
Polymorphismus auf die untersuchten Phénotypen ist nicht nachweisbar.

Sowohl mit dem exakten Test nach Fisher als auch mit dem modifizierten x>-Test
fanden sich beim Vergleich der untergewichtigen mit den adipdsen Probanden p-
Werte kleiner 0,05. Es darf dennoch nicht von einem signifikanten Ergebnis
gesprochen werden, da nicht vergessen werden sollte, da3 es sich um unkorrigierte
nominale p-Werte handelt: Sie sind noch nicht nach Bonferroni korrigiert.

Bei dieser Studie gab es keine A-priori-Hypothesen, daher sind die Ergebnisse nur
deskriptiv zu werten. Abbildung 5.7 aus Kapitel 5 verdeutlicht die Verhéltnisse der
Allele an Position 452 zueinander und relativiert die Bedeutung der p-Werte,
besonders bei Betrachtung des Problems der Stratifikation, das den
Assoziationstests zu eigen ist.

Der TDT-Test (p-Werte > 0,3916) und die Untersuchung des maternalen
Imprintings (p-Werte > 0,6776) bestitigten die gefundenen Ergebnisse nicht.
Dennoch scheint es lohnenswert, diesen Polymorphismus gegebenenfalls noch

einmal zu untersuchen und mit einer unabhingigen Stichprobe ein sicheres
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Ergebnis zu erhalten. Bei einer solchen konfirmatorischen Untersuchung mit A-
priori-Hypothese wire keine Bonferroni-Korrektur notwendig, und bei einem p-
Wert kleiner 0,05 konnte dann von einem signifikanten Ergebnis gesprochen
werden.

Die Beurteilung und Wertung der einzelnen biomathematischen Tests wird im folgenden noch

ausfuhrlich dargestellt:

6.1.2 ASSOZIATION

Es gibt drei Griinde fiir eine Assoziation zwischen einem bestimmten Phénotyp und einem
Allel: Zum einen kann das Allel tatsdchlich einen direkten Einflul auf den Phénotyp ausiiben,
es kann jedoch auch an einen zweiten relevanten Polymorphismus eng gekoppelt sein, oder
drittens, es wird nur eine Assoziation vorgetduscht, indem Menschen mit und ohne den
Phénotyp aus genetisch unterschiedlichen Bevolkerungsgruppen stammen.

Die Allel- und Genotypfrequenzen der Studiengruppen édhnelten sich bei dieser Untersuchung
bei allen. Dies trifft auch auf den His452Tyr-Polymorphismus zu, bei dem Allelfrequenzen
zwischen 87,32 % (adipose Probanden) und 91,80 % (untergewichtige Probanden) zu einem
nominalen p-Wert kleiner 0,05 fiihren.

Die hier gefundenen Allelfrequenzen dhneln denen, die Erdmann et al. 1995 bei gesunden
Kontrollen fanden (siehe Tabelle 6.1). Der Grund dafiir ist vermutlich zum einen der dhnliche
ethnische Hintergrund der Studien - beide wurden in Deutschland durchgefiihrt - und zum

anderen der nicht vorhandene EinfluB der 5-HT,s-Rezeptorpolymorphismen auf den

Gewichtsphanotyp.

Polymorphismus | Allelfrequenzen in der normalen | Allelfrequenzen aller
Kontrollgruppe bei Erdmann et al., | Gewichtsgruppen in dieser Studie
1995

Thr25Asn Thr25 98 % (495) Thr25 =98 % (1424)
Asn25 2% 9) Asn25 =~ 2% (38)

102T/C 102C 55 % (277) 102C ~ 58 % (841)
102T 45 % (227) 102T ~42 % (617)

Hisd52Tyr His452 92 % (464) His452 =89 % (1270)
Tyrd52 8 % (40) Tyrd52 ~11% (162)

Tabelle 6.1: Vergleich der Allelfrequenzen bei der Studie von Erdmann et al. 1995 und dieser

Studie. Die jeweiligen Fallzahlen sind in Klammern angegeben.
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Die Fallzahlen scheinen mit Probandenzahlen zwischen 106 und 491 pro Subgruppe
ausreichend grof3 zu sein. Das trifft insbesondere auf den Polymorphismus 102T/C zu. Doch da
bei geringer Allelfrequenz zum Nachweis einer Signifikanz weit groBere Fallzahlen bendtigt
werden als bei Gleichverteilung der Allele, hitte eine groBere Anzahl der Probanden
insbesondere beim Polymorphismus Thr25Asn eventuell zu einem anderen Ergebnis fiihren
konnen; bei den in dieser Studie gefundenen Frequenzen ldge die zu untersuchende Fallzahl
jedoch bei 29 514 Probanden und damit fiir diesen Studienrahmen zu hoch! Beim His452Tyr-
Polymorphismus wiren ca. 1200 Probanden - statt der nur 716 untersuchten - ndtig gewesen,
um bei einem p-Wert < 0,05 und einer Power > 80 % den gefundenen Effekt zu untermauern,
sofern er tatsichlich existiert.

Mit den Assoziationstests konnte kein Geneffekt nachgewiesen werden. Vermutlich spielen die
drei untersuchten Polymorphismen keine Rolle bei der Ausprigung der drei untersuchten
Phinotypen (Untergewicht, Ubergewicht, Anorexia nervosa), aber ausgeschlossen werden kann

das auf Grund der gefundenen Ergebnisse nicht.

6.1.3 TDT

Wegen der Stratifikationsprobleme der Assoziationstests wurde auch der TDT-Test verwendet.
Aber auch mit dessen Hilfe konnte kein EinfluB der drei Polymorphismen auf das
Korpergewicht nachgewiesen werden. Durch die besondere Struktur dieses Tests - nur die
heterozygoten Elternteile und ihre weitergegebenen Allele flieBen in die Berechnung ein - wird
die Fallzahl drastisch reduziert und schriankt die Auswertbarkeit teilweise erheblich ein:

Die Fallzahl bei Asn25Thyr ist auf Grund der geringen Frequenz zu niedrig (14 relevante
Familien bei den adipésen Probanden, drei bei den Patienten mit Anorexia nervosa), um
aussagekriftig zu sein.

Ein dhnliches Problem stellt sich beim Polymorphismus His452Tyr insbesondere bei den
Patienten mit Anorexia nervosa mit nur 10 bewertbaren Familientrios. Gerade bei diesem
Polymorphismus wire jedoch eine groBere Anzahl aussagekriftiger Familientrios
wiinschenswert, da bei den Assoziationstests ein p-Wert kleiner 0,05 errechnet wurde. Fiir
diesen Polymorphismus sind die p-Werte, die sich aus der Untersuchung der adipdsen Kinder

und den Patienten mit Anorexia nervosa ergeben, grofer 0,3916.

6.1.4 MATERNALES IMPRINTING

Laut Kato et al., 1996 wird nur jeweils das miitterliche Allel des 5-HT,s-Rezeptors exprimiert.

Zwei Schwierigkeiten stellen sich dem Betrachter bei der Bewertung der Daten:

L Noch extremer als bei der Diskussion des TDT-Test trifft das Problem der geringen
Fallzahlen auf die Auswertung des maternalen Imprintings zu. Wegen der geringen

Anzahl von Anorexiepatienten, deren Miitter heterozygot fiir die Polymorphismen im 5-
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II.

HT,s-Rezeptorgen sind, bleiben der Auswertung enge Grenzen gesetzt. Ein

signifikantes Ergebnis wurde nicht gefunden.

An dieser Stelle mufl man sich natirlich auch kritisch nach der Relevanz des

miitterlichen Imprintings fragen.

A.

Bunzel et al. beschrieben 1998, dal es 1im menschlichen Gehirn
interindividuelle Unterschiede bei der Expression des 5-HT,s-Rezeptors gibt:
Bei einigen Menschen wird nur ein Allel exprimiert, bei anderen beide [Bunzel
et al., 1998].

Im Gegensatz zu den bisher bekannten Mechanismen des Imprintings, bei
denen methylierte Gene nicht exprimiert werden, wird in diesem Fall das
methylierte Gen abgelesen, transkribiert und translatiert, ohne dal man Grund

und Ursache fiir diesen ,,Regelbruch® kennt [Kato et al., 1996].

6.1.5 BEWERTUNG

Nachdem in der Einleitung Hinweise auf eine erbliche Komponente bei der Entstehung von

Anorexia nervosa und Adipositas aufgezeigt wurden und auch auf die Bedeutung des

serotonergen Systems und des 5-HT,5-Rezeptors hingewiesen wurde, kann nach Abschluf3 der

Studie weder ausgeschlossen noch bestitigt werden, dafl die Polymorphismen in diesem

Rezeptor EinfluB auf die Entstehung der drei untersuchten Phénotypen (Untergewicht,
Adipositas und Anorexia nervosa) haben.

Ursachen fiir dieses Ergebnis konnten sein:

1. Fehlerquellen in der Auswertung:

Zu geringe Fallzahl: Bei den Assoziationsansédtzen spielt diese Fehlerquelle
vermutlich eine untergeordnete Rolle (mindestens hundert Probanden pro
Subgruppe), beim TDT-Test oder beim Imprinting ist dies, wie bereits weiter oben
ausgefiihrt, schon wahrscheinlicher.

Zu geringe Frequenz der Polymorphismen: Eine geringe Allelfrequenz fiihrt zu einer
relativ zu niedrigen und damit nicht auswertbaren Fallzahl. Dieses Problem trifft vor
allem auf den Polymorphismus Thr25Asn (Frequenz Asn = 2 %), im geringeren
MafBe aber auch auf His452Tyr (Frequenz Tyr = 11 %) zu. Auch diese
Schwierigkeiten wurden bei der Auswertung der einzelnen Ansédtze schon
besprochen.

Auf die Vor- und Nachteile der verschiedenen biomathematischen Ansatzpunkte
wurde in Kapitel 4.8 eingegangen.

Da die Genotypfrequenzen den in der Literatur gefundenen @hneln und auch der
Regel von Hardy-Weinberg folgen, sind grobe methodische Fehler

unwahrscheinlich.
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2. Bedeutung der Polymorphismen: Alle drei untersuchten Polymorphismen sind
Punktmutationen. Durch zwei der Polymorphismen kommt es zu einem

Aminosiureaustausch.

Name Aminoséduresequenzinderung (Eigenschaften der Aminoséuren)

Thr25Asn Thr (polar) = Asn (polar)
102T/C keine
His452Tyr His (basisch) = Tyr (aromatisch)

Tabelle 6.2: Aminosdureaustausche und ihre biochemische Bedeutung [Karlson et al.,

1994; Erdmann et al., 1995]

Der Polymorphismus 102T/C fiihrt nicht zu einem Aminosdureaustausch und somit
kann auch die Proteinstruktur nicht direkt beeinfluit werden. Untersucht wurde er
dennoch, weil eine gewisse Assoziation zur Schizophrenie besteht - er also
psychopathogenetisch interessant zu sein scheint [Erdmann et al., 1995; Harrison und
Geddes, 1996; Williams et al., 1996; Inayama et al., 1996] und ein Einflu} dieses
Bereichs auf die Promoterregion (Kopplung mit dem -1438G/A-Polymorphismus) von
der klinischen Forschergruppe postuliert wurde. Gravierende Finfliisse bei der
Entstehung von Anorexia nervosa oder extremem Korpergewicht scheinen dagegen
nicht vorhanden zu sein.
Die beiden Aminosdureaustausche beeinflussen die Rezeptorstruktur offenbar nicht so,
daB der Phanotyp Korpergewicht beeinflufit wird, obwohl der Austausch an Position
452 nicht konservativ - Austausch Aminoséuren verschiedener chemischer Gruppen
(siche Tabelle 6.2) - ist. Der Polymorphismus His452Tyr liegt sehr nahe am C-
terminalen Ende des Proteins und hat damit vermutlich weder eine Konsequenz fiir die
Bindung des Liganden - es ist bekannt, da3 die Bindungstasche fiir den Liganden der
Katecholaminrezeptoren von Anteilen gebildet wird, die in den Transmembranregionen
liegen - noch fiir die Signaltransduktion. Beide Vorginge werden gewohnlich von
Anteilen der zweiten und dritten Schleife mediiert [Weinshank et al., 1992].
Der Polymorphismus an Position 25 liegt nahe dem N-terminalen Ende und damit
ebenfalls nicht dicht an fiir die Rezeptorfunktion essentiellen Strukturen.

Auch wenn diese drei Polymorphismen scheinbar keinen Rolle spielen, ist damit nicht

ausgeschlossen, dall der 5-HT,5-Rezeptor eine Rolle bei der Kontrolle der Nahrungsaufnahme

und des Energiemetabolismus spielen konnte.
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6.2 VERGLEICH MIT ANDEREN MUTATIONEN

Wegen der groflen Bedeutung des serotonergen Systems fiir die Nahrungsaufnahme sind auch

eine ganze Reihe anderer Polymorphismen in diesem Bereich untersucht worden:

6.2.1 PROMOTERBEREICH DES 5-HT;,-REZEPTORS

Der Polymorphismus -1438G/A im Promoterbereich des 5-HT,s-Rezeptors ist eng an den
Polymorphismus 102T/C, der in dieser Studie untersucht wurde, gekoppelt [eigene Daten;
Spurlock et al., 1998]. Collier et al. verdffentlichten im August 1997 eine Studie, in der eine
Assoziation zwischen dem Polymorphismus -1438G/A und Anorexia nervosa gefunden wurde.
In drei weiteren unabhéngigen Studien [Hinney et al., 1997; Campbell et al., 1998, Nacmias et
al.,, 1999] konnte dieser Zusammenhang nicht mehr bestdtigt werden. Die Unterschiede

zwischen den drei Veroffentlichungen zeigt Tabelle 6.3:

Collier et al., 1997 Hinney et al., 1997 Campbell et al, 1998
Probandenzahl 81 Probanden mit AN, 100 Probanden mit AN, 152 Probanden mit AN,
226 Kontrollen 101 Untergewichtige, 160 Kontrollen
254 Ubergewichtige
Struktur der Studie |Vergleich zwischen = Vergleich zwischen Vergleich zwischen

Probanden mit AN und Probanden mit AN, Unter-:Probanden mit AN und

gesunden Kontrollen  oder Ubergewicht gesunden Kontrollen
Biomathematische |Assoziationstest Assoziationstest, TDT-  iAssoziationstest
Tests Test
p-Wert p-Wert = 0,022 nominaler p-Wert = 0,4995 p-Wert > 0,1
(Patienten mit AN -
Ubergewichtige)

Tabelle 6.3: Vergleich der Studien von Collier et al., 1997, Hinney et al., 1997 und Campbell et
al., 1998

Da der ethnologische Hintergrund bei allen drei Studien relativ dhnlich (England - Deutschland)
ist, offenbart sich an dieser Stelle das Problem der Stratifikation, das den
Assoziationsuntersuchungen, wie Collier sie gemacht hat, zu eigen ist, und damit die Bedeutung

des TDT-Tests.

6.2.2 WEITERE UNTERSUCHTE SEROTONINREZEPTOREN

5-HT,c Der 5-HT,c-Rezeptor schien interessant fiir die Untersuchung, da es eine Knock-out-
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Maus gibt, die den 5-HT,c-Rezeptor nicht exprimiert. Diese Maus nimmt bei ad-
libitum-Zugang zu Nahrung deutlich an Gewicht zu, nicht jedoch bei restringiertem
Nahrungszugang, so dafl angenommen werden darf, dal die Ursache dafiir eine
Verhaltens- nicht aber eine metabolische Abnormitit ist [Tecott et al., 1996].
Stimulation von serotonergen 5-HT,c-Rezeptoren im Tierexperiment reduziert die
Menge der aufgenommenen Nahrung durch Sittigung, Blockade erhoht die verzehrte
Nahrungsmenge [Blundell, 1992; Samanin und Garattini, 1996]. Zwischen dem
einzig bekannten Polymorphismus im kodierenden Bereich dieses Rezeptors -
Cys23Ser - und den Phinotypen Ubergewicht, Untergewicht und Normalgewicht
konnte weder mit Assoziationstests noch mit dem TDT-Test ein Zusammenhang
nachgewiesen werden (p-Wert > 0,66) [Lentes et al., 1997].

5-HTpg/ Auch die im 5-HTps- und 5-HT,-Rezeptorgen gefundenen Polymorphismen sind

5-HT;  nicht mit Anorexia nervosa, Uber- oder Untergewicht assoziiert [Hinney et al., 1999].

6.2.3 DER SEROTONINTRANSPORTER

Die GroBle und Dauer der postsynaptischen Antwort auf Serotonin wird durch den Transport in
und die Freisetzung aus dem prasynaptischen Neuron gelenkt. Das Amphetaminderivat
Fenfluramin wirkt auf diesen Mechanismus: Es flihrt zur Ausschiittung von Serotonin und
hemmt gleichzeitig dessen Wiederaufnahme. Dieses Pharmakon senkt die Grofe und Anzahl
von Mabhlzeiten bei Menschen, und zwar unabhéngig davon, ob sie dick oder diinn sind
[Garattini et al., 1989; McMahon und Wellman, 1996]. Auch andere indirekte
Serotoninagonisten, die auf den Transporter wirken, haben eine dhnliche Wirkung [Pijl et al.,
1993; Drent et al., 1995]. Die beiden Allele des Serotonintransporters unterscheiden sich in der
Liange und &uBern sich in unterschiedlichen Expressionsraten in in-vitro- und in-vivo-
Experimenten: Zellen, die homozygot fiir das lange Allel sind, produzieren eine hohere
Konzentration der Transporter-mRNA als Zellen die eine oder zwei Kopien des kurzen Allels
enthalten [Lesch et al., 1996]. Die Vermutung bestand, daBl diese unterschiedlichen
Expressionsraten einen Einflufl auf die Serotoninkonzentration im synaptischen Spalt hétten und
dadurch die Nahrungsaufnahme steuern kénnten. Bei der Untersuchung, ob der Transporter fiir
die Entstehung unterschiedlicher Gewichtsphénotypen verantwortlich ist, wurde jedoch kein

signifikantes Ergebnis gefunden (alle p-Werte waren groBer 0,18) [Hinney et al., 1997].

6.3 MEDIKAMENTOSE BEEINFLUSSUNG DES SEROTONERGEN SYSTEMS

Die Serotoninwiederaufnahmehemmer Dexfenfluramin und Fenfluramin fiilhren zu einer
Ausschiittung von Serotonin und hemmen dessen Wiederaufnahme. Es senkt die Grofe und die
Anzahl von Mahlzeiten beim Menschen iiber Senkung des Appetits [McMahon und Wellman,
1996; Garattini et al., 1989]. Im September 1997 wurden diese beiden
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Serotoninwiederaufnahmehemmer, die zur Therapie der Adipositas eingesetzt worden waren,
nach nur einem Jahr wieder vom Markt genommen. Diese beiden Wirkstoffe stehen nun im
Verdacht, Herzklappen zu schiadigen [Stadler, 1997]. Neu auf dem Markt ist Sibutramin, ein
Inhibitor der Serotonin- und Noradrenalinaufnahme, der urspriinglich zur Therapie der
endogenen Depression entwickelt worden war. Er fiihrt durch weniger Hunger und Apettit zu
deutlicher Gewichtsreduktion. Bisher fehlen noch Langzeitstudien {iber Nebenwirkungen und

die Gewichtsentwicklung nach Absetzen des Medikamentes [ Astrup et al., 1998].

6.4 ZUSAMMENFASSUNG

Obwohl der 5-HT,s-Rezeptor und das serotonerge System fiir die Regulation des
Korpergewichts eine aullerordentlich wichtige Rolle spielen, wie in zahlreichen Studien
nachgewiesen wurde, bleiben die genauen molekularbiologischen Wirkmechanismen weiterhin
im Verborgenen. Weder konnten mit gentechnischen Untersuchungen von 5-HT;a-, 5-HT,c-, 5-
HTps- und 5-HT-Transporter-Polymorphismen noch auf pharmakologischem Weg
zukunftsweisende Ergebnisse erzielt werden. Wie die Phénotypen Korpergewicht und Anorexia

nervosa vererbt werden bleibt vorerst im Dunklen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Bei der Entwicklung des Phénotyps ,,Korpergewicht beim Menschen spielen sowohl soziale,
kulturelle, soziodkonomische, psychologische und metabolische als auch genetische Faktoren
eine wichtige Rolle. Auch bei einigen psychiatrischen Erkrankungen (z. B. Anorexia nervosa)
die mit einer von der Norm abweichenden Gewichtsregulation einhergehen, wird eine
genetische Ursache vermutet. Das serotonerge System steuert neben einer Vielzahl von
physiologischen Prozessen auch den Kohlenhydrathaushalt und die Nahrungsaufnahme, und auf
eben jenes Transmittersystem konzentriert sich diese Studie. Die vielfdltigen Aufgaben des
Serotonins werden durch eine groBe Anzahl von Rezeptoren vermittelt, wobei fiir die
Regulation von Appetit und Sattigung nur vier Rezeptoren eine wichtige Rolle zu spielen
scheinen: 5-HTys-, 5-HT -, 5-HTs- und 5-HT,c-Rezeptoren. Vom Erstgenannten ist seine
Verbindung zu verschiedenen anderen Transmittersystemen (z. B. NPY) und Hormonen (z. B.
Glucagon) bekannt, die die Nahrungsaufnahme beeinflussen. Im weiteren hat er Einfluf auf den
Blutzuckerspiegel und die Menge der aufgenommenen Nahrung. Im kodierenden Bereich des 5-
HT,a-Rezeptorgens sind vier Polymorphismen (Thr25Asn, 102T/C, 516C/T und His452Tyr)
bekannt, von denen die hidufigeren drei (Thr25Asn, 102T/C, His452Tyr)

Untersuchungsgegenstand dieser Studie sind.

Es wurden 490 extrem adipdse Kinder und Jugendliche, 100 Patienten mit Anorexia nervosa
(klassifiziert nach DSM-IV) und 130 erwachsene untergewichtige Probanden genotypsiert.
AuBlerdem wurden von bis zu 55 Patienten mit Anorexia nervosa und von bis zu 151
Ubergewichtigen beide Elternteile mituntersucht.

Die DNA der Probanden wurde mittels PCR untersucht. Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe
spezifischer Restriktions-Endonukleasen gespalten und die Genotypen mit Gel-Elektrophorese

bestimmt.

Fir Asoziationsuntersuchungen wurden die Allele und Genotypen der einzelnen
Studiengruppen verglichen (exakter Test nach Fisher/modifizierter x*Test nach Schifer). Die
Frequenzen der selteneren Allele waren wie folgt: Thr25Asn, 25Asn-Allele: 2,6 %; 102T/C,
102T-Allele: 42,3 %, His452Tyr, 452Tyr-Allele: 11,3 %

Einzig beim His452Tyr-Polymorphismus lieB sich im Vergleich zwischen adipdsen und
untergewichtigen Probanden bei den Assoziationstests ein nominaler p-Wert von 0,04
nachweisen. Keiner der anderen Assoziationstests zeigte p-Werte < 0,05. Da Assoziationstests
Stratifikationsprobleme zeigen konnen, wurde zusétzlich ein Transmissions-disequilibrium-Test
durchgefiihrt. Hierbei wurden elterliche, nicht transmittierte Allele als ,,interne Kontrolle*

verwandt und ein potentielles Transmissionsungleichgewicht bestimmt. Bei der Untersuchung
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von 150 Trios (adipdser Probanden, beide Elternteile) und 55 Trios (Patienten mit Anorexia
nervosa, beide Elternteile) fand sich kein p-Wert unter 0,19. Wegen des potentiellen Imprintings
wurden zusétzliche TDT-Tests an den Probanden und ihren Miittern durchgefiihrt. Wiederum

lieB sich kein p-Wert unter 0,2 nachweisen.

Trotz eines (nominalen) p-Wertes kleiner 0,05 beim His452Tyr-Polymorphismus wurden keine
weiteren Beweise fiir eine Assoziation oder ein Transmissionsungleichgewicht eines der drei
untersuchten Polymorphismen gefunden. Die in dieser Studie gefunden Allelfrequenzen dhneln
denen, die Erdmann et al. 1995 bei gesunden Probanden fanden. Vermutlich sind der dhnliche
ethnische Hintergrund und der fehlende EinfluB der untersuchten Polymorphismen auf den
Phanotyp Gewicht dafiir verantwortlich, wobei damit jedoch keineswegs ausgeschlossen ist, daf3
das Rezeptormolekiil in die Entstehung von Uber-, Untergewicht und Anorexia nervosa
involviert sein konnte.

Wegen des grofien Interesses am serotonergen System und an dessen Einflufl auf das Gewicht
wurden eine ganze Reihe anderer Polymorphismen im Bereich dieses Systems (-1438G/A im
Promoterbereich des 5-HT,4-Rezeptorgens, Cys23Ser im 5-HT,c-Rezeptorgen, Ph124Cys im 5-
HTps-Rezeptorgen, langes/kurzes Allel im Promotor des Serotonintransportergens) auf ihre
Relevanz beziiglich des Gewichtsphénotyps untersucht, aber bei keiner unserer Studien fand

sich ein Assoziations- oder Transmissionsungleichgewicht zu den untersuchten Phénotypen.
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8 ANHANG

8.1 TABELLEN

Sub- Unter- second Lokalisation
familie | gruppen | messenger
5-HT o | 5-HT4 cAMP | vor allem prédsynaptische Lokalisation [Dourish, 1995],
Hippocampus, parahippocampaler Gyrus, Neocortex, Raphekerne,
Gefalle, Herz;
nicht im Cerebellum, in der Substantia nigra und im Striatum
[Burnet et al., 1995];
5-HTp | 5-HT 3, cAMP | pria- und postsynaptische Lokalisation [Dourish, 1995], Striatum,
Hypothalamus, Hirnstamm, Kleinhirn, GroBhirnrinde,
Hippocampus, Raphekerne [Doucet et al., 1995], Ganglion
trigeminale [Bruinvels et al., 1992];
5-HTpg, prd- und postsynaptische Lokalisation [Davidson und Stamford,
5-HT)pg 1995], Globus pallidus, Putamen, Nucleus caudatus, Nucleus
subthalamicus, Substantia nigra, Nucleus und Tractus obticus,
frontoparietaler Cortex [Bruinvels et al., 1992];
e nur 5-HTp,: Atrium [Molderings et al., 1996];
e nur 5-HT,pg: Koronararterien, Vena saphena [Sgard et al., 1996]
5-HT g Nucleus caudatus, Putamen, Hippocampus [Lowther et al., 1992];
5-HT, |5-HTj4, Phospho- Cortex, Claustrum, Tuberculi olfactorii, limbisches System, Nucleus
lipase C accumbens, Hypothalamus, Riickenmark, Nucleus caudatus,
hydrolysiert |enterisches Nervensystem, Endothelzelle der Blutgefilie,
Inositoltri- Thrombozyten [Estler, 1994; Kuemmerle et al., 1995].
5-HTy phosphat Leber, Niere, in niedrigerer Konzentration auch im menschlichen
(IP3) Gehirn, Milz und Pankreas, nicht im Herzen und Rattenhirn
[Pompeiano et al., 1994]
5-HT,c Plexus choroideus, Nucleus olfactorius anterior, Nucleus
(5-HT¢) subthalamicus, Amygdala, Subiculum, ventrales Horn des
Riickenmarks [Pompeiano et al., 1994]
5-HT; |5-HT; Ionenkanal Nucleus tractus solitarii, enterisches Nervensystem [Kuemmerle et
offnet sich al, 1995]
5-HT, |5-HT, cAMP T enterisches Nervensystem [Kuemmerle et al., 1995]
5-HTs |5-HTs,, |G-Protein Gehirn, kaum in peripheren Geweben [Rees et al., 1994]
5-HTsp gekoppelt
5-HTs |5-HTg cAMP T Nucleus caudatus [Cohen et al., 1996]
[Sebben et
al., 1994].
5-HT; |5-HT; cAMP T Nucleus thalamicus medialis, limbisches System, Cortex; in maBiger
[Bard etal., |Dichte in der Substantia nigra, im Hypothalamus, und in den
1993]. dorsalen Raphekernen, Koronararterien, Gastrointestinaltrakt [To et

al., 1995; Bard et al., 1993].

Tabelle 8.1: Serotoninrezeptorsubfamilien, Second messenger, Lokalisation [modifiziert nach

Weinshank et al., 1992]

T  Anstieg
l  Senkung
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Pharmakon Rezeptor Wirkung

Amperozide 5-HT;a Amperozide ist ein Antagonist dieses Serotoninrezeptors und

reduziert bei Ratten die Nahrungsaufnahme um 20 % [Adell und
Myers, 1995].

Clozapin o, -adrenerg, M- Clozapin ist ein atypisches trizyklisches Neuroleptikum, das zur
muscarinerg, D,- Behandlung der Schizophrenie eingesetzt wird. Es verursacht
dopaminerg, 5-HT,,- |keine extrapyramidalmotorischen Stdrungen, 16st aber zum Teil
serotonerg (fiir diesen |deutliche Gewichtszunahmen aus [Estler, 1994]. Am 5-HT,-
Rezeptor hat es die Rezeptor wirkt es antagonistisch [Maurel-Remy et al., 1995].
hochste Affinitit)

[Meltzer, 1994]

(+/-) -1-(2,5- 5-HT,a DOI wirkt als Agonist; es reduziert aggressives Verhalten bei

Dimethoxy-4- einigen Tieren [Olivier et al., 1995] und wirkt dhnlich

iodophenyl)-2- halluzinogen wie LSD [Marek und Aghajanian, 1996]. DOI 16st

Aminopropan HCI Hypophagie und Hyperglykdmie aus [ Aulakh et al., 1995;

(DOI) Sugimoto et al, 1996 b].

Fluoxetin Serotoninwieder- Fluoxetin wirkt antidepressiv [Altemus et al, 1994], senkt das
aufnahmehemmer Korpergewicht und reduziert die Anzahl der 5-HT,45c-

Rezeptoren [Cabera und Battaglia, 1994].

Fenfluramin Serotoninaus- Bei Ratten und Menschen verdndert dieses Medikament das
schiittung, Sero- EBverhalten dahingehend, dafl weniger gegessen wird. Auch der
toninwiederauf- Abstand zwischen den einzelnen Mahlzeiten vergroBert sich.
nahmehemmer Dadurch sinkt das Gewicht [Garattini et al., 1989].

8-Hydroxy-2-(di- [5-HTs 8-OH-DPAT wirkt agonistisch und erhdht die Nahrungsaufnahme

n-propyl-amino) verschiedener Tiere [Dourish, 1995].

tetralin (8-OH-

DPAT)

Ketanserin 5-HTanc Ketanserin wirkt antagonistisch [Dourish, 1995].

m-Chloro- 5-HTpxc m-CPP wirkt agonistisch und 16st Hypophagie aus, allerdings iiber

phenylpipera-zine
(m-CPP)

einen anderen Mechanismus als DOI [Aulakh et al., 1995].

3,4-Methylen-
dioxymeth-
amphetamin

stimuliert die
Serotoninausschiittung
und hemmt die Sero-

MDMA wirkt toxisch auf das serotonerge System. Dariiberhinaus
wirkt es aufputschend [Poblete und Azmitia, 1995].

(MDMA, Ecstasy, |toninwiederaufnahme
XTC) und die
Monoaminoxidase A,
5-HT,
Mesulergin diese Pharmaka An unterschiedlichen 5-HT-Rezeptoren wirken
Metergoline wirken unspezifisch  |diese Pharmaka antagonistisch [Blundell, 1992].
Methiothepin auf verschiedene
Methysergid 5-HT-Rezeptoren
Mianserin 5-HT,apc Mianserin wirkt antagonistisch [Poblete und Azmitia, 1995].
Ritanserin 5-HTanc Ritanserin wirkt selektiv antagonistisch [Simansky, 1996].
Sibutramin Serotoninwiederauf-  [Siburamin wirkt apettitsenkend [Astrup et al., 1998]
nahmehemmer
Spiperone 5-HT;u Spiperone wirkt antagonistisch [Abott et al., 1996].
1-[3-(Trifuoro- 5-HT,), TFMPP wirkt antagonistisch und reduziert die 5-HT;-
methyl)phenyl]pip Rezeptorkonzentration im Cortex und Claustrum und fiihrt zu
erazine Gewichtsverlust bei iibergewichtigen fatfy Ratten [Rouru et al.,
(TFMPP) 1993]
Tabelle 8.2: Pharmaka mit Einwirkung auf das Nervensystem unter besonderer

Beriicksichtigung des serotonergen Systems
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8.2 GENOMISCHE STRUKTUR DES 5-HT,A-REZEPTORS

Primer 5-HT-F
s
-49 taacctgtta gtccttctac acctca [deddef[dlLEliadddclc[dAMgac atggatattc

11 tttgtgaaga aaatacttct ttgagctcaa ctacgaactc cctaatgcaa ttaaatgatg

74 102

\ \
71 aca gcagg ct ctacagtaat gactttaact ccgg agaagc taacacttct gatgcattta
131 actggacagt cgactctgaa aatcgaacca acctttcctg tgaagggtgc ctctcaccgt
191 cgtgtctctc cttacttcat ct ccagg aaa aaaactggtc tgctttactg acagccgtag

251 tgattattct aactattgct

311 EERIEEE - o tgccaccaac

371
431
491
551
611
671
731
791
851
911
971
1031
1091
1151
1211

1271

gtttccttgt
cgagcaagct
tgcacctctg
gccgcttcaa
tag|gtatat
aggggagttyg
tcattccctt
aagctacttt
tccectcagag
ggtcctacac
tgctgggcat
tcatggccgt
tgtttgtttg
acaagaccta
aaccattgca

ttcaaatggg

caatggttgc

tgaatgaaaa
ctgagcaagt

catgcccgtg
ttgtgcagtc
cgccatctcg
ctccagaact

ggaaacatac
tatttcctga

tccatgttaa
tggatttacc
ctggaccgct
aaggcatttc

ccatgccaataccagtctttg

cttactcgcc
aaccatcatg
gtgtgtaagt
ttctttgtct
aggcaggagg
cgtcttcttce
catctgcaaa
gatcggttat
taggtcagcc
gttaatttta

acCaaaaaaag

gatgataact
gtgatcacct
gatcttggca
tcagaaaagc
actatgcagt
ctgtttgtgg
gagtcctgceca
ctctcttcag
ttttcacggt
gtgaacacaa

Primer 5-HT,-11F

tcgtcatcat
tgtcacttgce
ccatcctgta
tggacgtgct
acgtcgccat
tgaaaatcat
ggctacagga
ttgtcctgat
actttctaac
cacgggccaa
tcttccagecg
ccatcagcaa
tgatgtggtg
atgaggatgt
cagtcaaccc
atattcagtg
taccggcettt

|

Primer HTR,,-R

ggcagtgt

!
| ccctagagaaaa |

ccctagagaaaa

catagctgat atgctgctgg

tglggtaccggtggcctctge

cttctccacg
ccagaatccc
tgctgtttgg
cgattcgaag
cggctcetttt
tatcaagtca
attagcttct
gtcgatccat
tgagcaaaag
ccctttette
cattggggcc
actagtctac
tcagtacaag
ggcctacaag

aatt [sEEETsfeE e el EYor-T- Mo cagat

1354
)

gcctccatca
atccaccaca
accatatcag
gtctttaagg
gtgtcatttt
ctccagaaag
ttcagcttcc
agggagccag
gcatgcaagg
atcacaaaca
ctgctcaatg
acactgttca
gaaaacaaaa
tctagccaac

aatgactgct

tctaggaaa gcage attctg aagaggcttc taaagacaat agcgacggag
ggtgagctgt gtgtlgataggctagttgccg tggcaactgt ggaaggcaca

tttcacctat

ctggaa....

Primer 5-HT,5-11R

\

ccaacgatcatatctgtatgcc

Abbildung 8.1: Genetische Struktur des 5-HT,5-Rezeptors [Chen et al., 1992]

. Primer

Erkennungssequenz der Endonuklease

x Polymorphismus
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