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1 EINLEITUNG

1.1 Ziel der Arbeit

Die antidepressive Wirksamkeit von Hypericum perforatum ist scuogel bekannt [Fernie,
1897; Pickering, 1879]. Heutzutage wird es fir leichte bis mittelsehvizepressionen
verschrieben und ist zudem auf dem freien Markt rezeptfréitbch. In der Bundesrepublik
waren 1997 Hypericumextrakte die meistverkauften Antidepressivaz,[V1997]. Die
Verschreibungen sind seit 1997 leicht zurlickgegangen. 2001 machte Johanrableraut
immer noch 19,4 % aller Antidepressiva-Verschreibungen aus [Fritze, 2003].

Da es sich um ein Extrakt des Johanniskrautes handelt, enth&lelesverschiedene
Wirkstoffe. Zwei der Wirkstoffe, Hypericin und Hyperforin, hielt méslang fur die
wesentlichen neuroaktiven Bestandteile. Die Standardisierung reidig@ericumpraparate
beruht daher auf den festgelegten Konzentrationen von Hypericin und Hyperforin.
Allerdings konnte inzwischen in tierexperimentellen Depressionsneodekézeigt werden,
dal3 auch ein Extrakt, das weder Hypericin noch Hyperforin enthadepngissiv wirksam ist
[Butterweck et al., 2003].

HYPWS (Hypericum perforatum, water soluble) ist die wasdatis Fraktion eines
Johanniskrautextraktes. Es enthalt weder Hypericin noch Hyperforirn A¥®WS war in
tierexperimentellen Depressionsmodellen wirksam [bisher unveridfent personliche
Kommunikation mit Dr. Chatterjee, Firma Schwabe, Karlsruhe]. Eiroruntersuchungen
beobachtete exzitatorische Wirkung des Gesamtextraktes fanctlsectialls fir HYPWS
[Zhou, Inaugural Dissertation, 1999]. Folglich enthalt auch HYPWS neuroaktivenBeste.
In der vorliegenden Studie wurde HYPWS elektrophysiologisch umietrsdiel war es, den
exzitatorischen Wirkmechanismus zu entschlisseln, um damit eveseiradl antidepressive

Wirksamkeit erklaren zu kdnnen.

1.2 Struktur und Funktion des Hippocampus

Der Hippocampus ist Bestandteil des Archipalliums und liegt denateediwvanden der
Seitenventrikel an. Im histologischen Querschnitt sieht man das @ormmonis, das Lorente
de NO 1934 in vier Regionen unterteilte: CA1 bis CA4.
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In diesen kann man nach Cajal von auf3en nach innen 6 Schichten unterscheiden:
1. Alveus
2. Stratum oriens (Korbzellschicht)

Stratum pyramidale (Pyramidenzellschicht)

Stratum radiatum

Stratum lacunosum

o g bk w

Stratum moleculare

Der Hippocampus bildet zusammen mit dem Gyrus dentatus, dem Subiclum, de
Prasubiculum, dem Parasubiculum und dem entorhinalen Cortex die hippocampale

Formation.

Als trisynaptische Bahn (trisynaptic pathway, siehe Abbildungbédzeichnet man die
exzitatorische Hauptbahn dieser hippocampalen Formation. Siesg#tzaus dem Tractus
perforans, den Moosfasern und den Schaffer-Kollateralen zusammen:
1. Tractus perforans: Afferenzen aus dem Subiculum ziehen in die Kérnerzellsclicht de
Gyrus dentatus.
2. Moosfasern: Sie verbinden die Kornerzellschicht des Gyrus dentatus mit den
Pyramidenzellen der CA3 Region des Hippocampus.
3. Schaffer-Kollaterale: Von den Pyramidenzellen der CA3 Region ziehen si@zu de

Pyramidenzellen der CA1 Region

AulRerdem existiert eine monosynaptische, exzitatorische Vernsehalzwischen dem
entorhinalen Kortex und den CA1-Neuronen [Witter et al., 1988; Yeckel et Berger, 1990].

Glutamat ist der Haupttransmitter in diesen exzitatorischete®en. Daneben findet man
ein komplexes System von inhibitorischen Interneuronen, denen GyBAihobuttersaure)

als wichtigster Transmitter dient.

Die meisten Efferenzen des Hippocampus gelangen uber den Faornikei Corpora
mamillaria. Dort werden sie an den Thalamus (Visg-d’Azur-Bingiell danach entweder an
den Gyrus cinguli oder an den Gyrus parahippocampalis weitergieleitewo sie schlief3lich

zurick zum Hippocampus gelangen. Dieser Kreis wird als Papez-Nekrers
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beziehungsweise dessen Variation bezeichnet und gilt als eleereB@ustein fir das
Kurzzeitgedéachtnis. Die Ged&achtnisbildung ist eine sehr wichtige iBardkés Hippocampus
[Zola-Morgan et al., 1991]. Er ist fur die Uberfihrung des Gedigihhaltes aus dem
Primar- in das Sekundéar- und Tertidrgedachtnis zusténdig, so dal3 téinmgSdes

Hippocampus unter anderem zu einem Verlust des KurzzeitgedachfiilsigdZola-Morgan

et Squire, 1990].

Auch bei der Raumorientierung scheint er von Bedeutung zu seinop\éisMcNaughton,
1993]. Als Bestandteil des limbischen Systems ist er an dereBatsj von Bewul3tsein,
Affektverhalten, Motivation und Aggression beteiligt [Adamec, 1991]. S@lhdie ist der

Hippocampus das Areal des Gehirns, welches die grof3te Kramgbbadi besitzt. Er ist
haufig der Ausgangspunkt von Temporallappenepilepsien und somit auch inckaudlidie

Epilepsie von Interesse.

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines hippocampalen Transwalschnittes

Die Kornerzellen des Gyrus dentatus (DENTATE GYRUS) sirsdKakise dargestellt, die
Pyramidenzellen der CA1 beziehungsweise CA3 Region des Cornu amaiimseiecke.
Eingezeichnet ist die trisynaptische Bahn mit dem Tractuenpes (Perf), den Moosfasern
(mf) und den Schaffer-Kollateralen (SK). Die Pipetten befindsich an den

Ableitungspositionen fur Population spikes (PS).
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1.3 Transmittersysteme und Rezeptoren
1.3.1 Glutamat

Glutamat ist der Ubertragerstoff primar-afferenter Neuroneneihigen Neuronen kommt
Glutamat mit Neuropeptiden wie Substanz P gemeinsam vor. Glutgrsatd unter anderem

die kortikalen Projektionen aus der Area entorhinalis zum Hippocampus, die
intrahippocampalen Verbindungen und die den Hippocampus verlassenden Axone der
Pyramidenzellen [Hablitz et Langmoen, 1986].

Glutamat ist aber nicht nur ein Neurotransmitter, sondern auch dgnédauptbausteine fur

die Synthese der Gehirnproteine. Als Glutaminsaure ist es anfReleleAusgangsstoff fur

die Synthese anderer Aminosauren. Im Glutamincyclus kann Glutamenga Glutamin
amidiert werden und dient so der Entfernung von Ammoniak aus dem Gebgn.diea-
Ketoglutarsaure steht die Glutaminsaure mit dem Citratcyolderbindung. Schliel3lich ist
Glutamat auch der chemische Vorlaufer von GABA.

Ein Teil des Glutamats im Axoplasma der Nervenendigung wind HHilfe eines
elektrochemischen Protonengradienten in Speichervesikel aufgenommen ursbstieldls

ein separater vesikularer Pool zur Freisetzung bereit.

Glutamat kann auf vier Rezeptoren wirken, die jeweils zahlreiahiertypen haben. Sie
wurden nach ihren spezifischen Agonisten benannt [Greenamyrel&i8i], Die AMPA (-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure)-, Kainat- und NMD¥Wwmethyl-D-
aspartatRezeptoren sind ligandenaktivierte lonenkanéle. Diese Rezeptorenetachére,
wobei die Peptidkette jeder Untereinheit die Membran dreimal durdhder metabotrope
Glutamatrezeptor (mGIuR) koppelt an G-Proteine.

AMPA- und Kainat-Rezeptoren sind lonenkanale fur-Nand K'-lonen. Sie fiihren nach
ihrer Offnung zur Depolarisation der Zellmembran.

Der NMDA-Rezeptor o6ffnet sich erst bei Glutamatbindung undhter Depolarisation
[Dingledine, 1983; Flatman et al., 1983; Mayer et Westbrook, 1984]. Am
Ruhemembranpotential ist die Kanaléffnung durctfMgnen blockiert [Nowak et al., 1984;
Coan et Collingridge, 1985]. Der NMDA-Rezeptor ist fir “‘NaK*- und C&'"-lonen
durchléassig [MacDermott et al., 1986]. Der?GRinstrom fiihrt zu einer intrazellularen
Akkumulation von cGMP (zyklisches Guanosinmonophosphat) [Garthwaite, 1982]. Zudem
kommt es zu einer verstarkten Hydrolyse von Phosphatidylinositol durdAhdigpholipase

C, die entweder durch das einstromende Kalzium oder durch die Ankopplung an den Rezeptor

aktiviert wird [Nicoletti et Canonico, 1989].
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Der NMDA-Rezeptor hat auBerdem eine Bindungsstelle fur Gly@lycin potenziert die
Glutamatwirkung [Johnson et Ascher, 1987]. Fur eine Reihe von Substanzent tes
NMDA-Rezeptor eine weitere Bindungsstelle. Zu diesen Substamabéien Ketamin,
Amantadin, Memantin und Phencyclidin. Sie bewirken einer Blockierundideals [Wong

et al., 1986].

Der NMDA-Rezeptor ist im Niedrig-Magnesium-Modell [Coan@llingridge, 1985] und
bei der Induktion von Langzeitpotenzierungen (LTP) [Bliss et Coltigg; 1993] von
zentraler Bedeutung.

Sowohl AMPA- [Greengard et al., 1991; Wang et al., 1991] als auch NM&zgjRoren
konnen durch verschiedene Proteinkinasen phosphoryliert und so in ihrer Funktiorerhodul
werden [Raymond et al., 1993].

Freigesetztes Glutamat wird durch spezifische Carrier znenen die Nervenendigungen
wieder aufgenommen, zum anderen in Gliazellen transportiert. InNeevenendigungen
kann es dann zur erneuten vesikularen Speicherung kommen. In den Glamell&tutamat

zu Glutamin umgewandelt und den Nervenzellen in dieser Form zur Resynthese voniGlutama

angeboten.

1.3.2 GABA

GABA ist der wichtigste inhibitorische Transmitter im Zeimeavensystem (ZNS). Die
meisten GABA-Neurone sind Interneurone, einige auch GABAergeelRi@jsneurone.
Viele GABA-Neurone enthalten Peptid-Cotransmitter.

GABA wird aus Glutamat mit Hilfe der Glutamat-Decarboxglas/nthetisiert [Wu et al.,
1973]. Diese Glutamat-Decarboxylase wird im Zentralnervensyatesschliel3lich in GABA-
Neuronen exprimiert und kann daher zu deren immun-histochemischen I|Dagstel
verwendet werden. GABA wird aus dem Axoplasma in Speichervesifgenommen und
steht dort zur Freisetzung bereit. Tetanustoxin hemmt diessefeng und fuhrt auf diesem
Wege zu Krampfen.

GABA-Rezeptoren lassen sich in drei Haupttypen unterteilen: GAB&ABAg- und
GABA-Rezeptoren [Hill et Bowery, 1981].

GABAA- und GABAc-Rezeptoren sind ligandengesteuerte lonenkanale [Schofield et al.,
1987]. Die Bindung von GABA o6ffnet den Kanal und fuihrt zu einermE@istrom, der die
Zelle hemmt [Levitan et al., 1988].

Man hat inzwischen 19 verschiedene Untereinheiten des GA®B&xeptors gefunden, die in
die a-, B-, v-, 8-, &-, p- und n-Familien eingeordnet werden. Der Rezeptor besteht aus finf
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Untereinheiten, so dal3 es eine Vielzahl von KombinationsméglichkeitemAgibhaufigsten
sind Pentamere awud-, f2- undy2-Untereinheiten.

Ein selektiver GABA-Agonist ist Muscimol, ein giftiger Bestandteil des FliegergslzEin
kompetitiver Antagonist ist das Alkaloid und Krampfgift Bicucullif@urtis et al., 1970].
Viele Pharmaka binden ebenfalls an den GABRezeptor, allerdings nicht an die GABA-
Bindungsstelle. Die einzelnen Pentamere unterscheiden sich inSansitivitat fur diese
Stoffe [Olsen et Tobin, 1990]. Beispiele dafir sind das KrampfgiftroRixin,
Benzodiazepine, Ethanol sowie Phenobarbital und Steroide. Picrotoxin ieftsctién
lonenkanal direkt. Benzodiazepine und Ethanol [Ticku et Kulkarni, 1988] hingegeenban
spezielle Benzodiazepin-Rezeptoren an der Kontaktstelle zwischend y-Untereinheiten
und verstarken so den GABA induzierterr-Einstrom [Hunkeler et al., 1981]. Phenobarbital
und Steroide binden an eine weitere Struktur des GARAzeptors und fluhren zu einer
verstarkten Bindungsaffinitdt von GABA und Muscimol [Harrison et r8onds, 1984;
Levitan et al., 1988; Ticku et Kulkarni, 1988].

GABA-Rezeptoren sind ligandengesteuerte Chloridkanale, die sichiatisdentischen
Untereinheiten zusammensetzen [Chebib et Johnston, 1999]. Sie werden nicht von
Bicuculline geblockt und werden auch nicht von Steroiden, Barbituraten oder
Benzodiazepinen beeinflul3t. Ein selektiver Agonist von GABR&zeptoren ist (1S,2R)-2-
(Aminomethyl)-1-Corboxycyclopropan, ein  selektiver  Antagonist t is(1,2,5,6-
Tetrahydropyridin-4-yl)-Methyphosphorsadure. GABRezeptoren scheinen jedoch im
Hippocampus keine Rolle zu spielen [Chebib et Johnston, 1999].

Der GABAg-Rezeptor ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor. Seine Aktivierung baiviekt
erhohte Offenwahrscheinlichkeit von4Kanalen [Newberry et Nicoll, 1984] sowie eine
verminderte Offenwahrscheinlichkeit von®#anélen.

Im Gegensatz zu GABARezeptoren kommen die GABMARezeptoren nicht nur
postsynaptisch, sondern auch prasynaptisch vor [Bowery et al., 1981]. Dyjagmpt#schen
GABAg-Rezeptoren  bewirken eine Inhibition der Transmitterfreisetzung, die
postsynaptischen = GABARezeptoren erzeugen ein langsames inhibitorisches
postsynaptisches Potential (IPSP).

Ein selektiver Agonist fir den GABARezeptor ist Baclofen [Penn et al., 1989], selektive
Antagonisten sind Phaclofen [Dutar et al., 1988] und Saclofen [Kerr et al., 1995].

Durch die Wiederaufnahme in GABA-Axone und Gliazellen wird GABAktiviert. In den
Axonen kann es erneut in Vesikeln gespeichert werden. In den @ranetd es in Glutamin

umgewandelt. Das Glutamin gelangt in die GABA-Axone und wird dorr @ilatamat
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wieder zu GABA resynthetisiert. Es kann aber auch mit Hilfe @&BA-Transaminasen zu
Succinatsemialdehyd abgebaut werden. Succinatsemialdehyadacitt der Oxidation zu
Bernsteinsdure in den Citratcyclus ein.

Der GABA-Abbau wird durch Vigabatrin und Valproat gehemmit.

1.4 Neurophysiologische Grundlagen
1.4.1 Definition und Bedeutung von Feldpotentialen

Feldpotentiale (fp) werden von extrazellularen Stromen erzeugt und koémmen
Zwischenzellraum der Zellen des ZNS abgeleitet werden [Spuknet Walden, 1991;
Speckmann, 1997]. Die so entstandenen Feldpotentiale scheinen vor allerdemit
synaptischen Aktivitat in Verbindung zu stehen. Man nimmt an, daftaexzsche

postsynaptische Feldpotentiale (fEPSP) die synaptische Ubertragemgisentieren,
wohingegen Population spikes (PS) die Integration der synaptischenleSignainen

neuronalen Output darstellen [Langosch et al., 1998].

1.4.2 Definition und Bedeutung der LangzeitpotenzierungTP)

Die Starke der synaptischen Ubertragung ist dynamischieegubynapsen reagieren auf
verschiedene Aktivierungsmuster mit kurz- oder langanhaltende@n¥emungen ihrer
synaptischen  Ubertragungseigenschaften  [Dobrunz et  Stevens, 1997]. Die
Langzeitpotenzierung wurde erstmals 1973 am Hippocampus entdaskt¢BLomo, 1973].
Sie war die Folge einer ausgepragten Stimulation affereassrn. Die LTP-Induktion in der
CAl Region des Hippocampus wird entweder durch eine tetanischeul&@ion
(Hochfrequenzstimulation, HFS: 100Hz) [Sarvey et al., 1989] oder durchdieta burst*-
Stimulation [Pacelli et al., 1989] erreicht. LTP fuhrt zu einehbhten synaptischen
Ubertragungsstarke und zu einer veranderten synaptischen Riasbritse Veranderungen
kénnen Stunden bis Tage bestehen bleiben.

Entscheidend fur die LTP-Entstehung ist eine bestimmte Glutamathkivation im
synaptischen Spalt, die durch Glutamattransporter reguliert[iGathgiri et al., 2001]. Nur
bei einer bestimmten Glutamatkonzentration wird Gber den NMDA-RezéptP induziert
[Malenka et Nicoll, 1993; Katagiri et al., 2001]. Zudem ist der NMRézeptor im

hyperpolarisierten Zustand durch fidgonen blockiert und wird erst ab einer bestimmten
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Depolarisation freigegeben. Der NMDA-Rezeptor induziert also nurr upéstimmten
Bedingungen LTP und wird deshalb auch als molekularer Zufallsdetektocheziei

Fur die LTP-Entstehung scheint vor allem der hohe Kalziumeinstrom ddrerNMDA-
Rezeptor von Bedeutung zu sein [Artola et Singer, 1993]: Die sthdhie postsynaptische
intrazellulare Kalziumkonzentration triggert die kalziumabhangkjeasen, die fur die LTP-
Induktion ndétig sind [Lisman, 1989]. Neben diesen postsynaptischen Wirkungesrnvaerch
Veranderungen der synaptischen Morphologie sowie prasynaptisakengén durch den
NMDA-Rezeptor vermittelt: Die postsynaptische Zelle setmmbrangéngige retrograde
Transmitter, zum Beispiel Stickoxid, frei, die in der prasynap#ec Zelle Kinasen
beeinflussen und so zu einer verstarkten Transmitterfreisetabren [Bliss et Collingridge,
1993; Rison et Stanton, 1995]. Man diskutiert auRerdem, da? LTP das Ergelenis e
Rekrutierung von zusatzlichen Synapsen sei [Manabe et al., 1993].

Auch andere Glutamat Rezeptoren, wie der AMPA-Rezeptor, deruRn@Gind der
Kainatrezeptor, sind bei der LTP-Entstehung von Bedeutung. Sie weldeh direkte
Phosphorylierung in ihrer Funktion moduliert [Raymond et al., 1993].

Der AMPA-Rezeptor ist vor allem bei der LTP-Vermittlung imeonatalen Hippocampus
wichtig. Er erfullt dort die zentrale Funktion, die der NMDA-Rgme beim adulten
Hippocampus Ubernimmt. Daher spricht man von einem ,developmental dbiftLTP-
Verschaltungen [Grosshans et al., 2002].

Der mGIuR wird auch als molekularer Schalter fir LTP béwast Es konnte nachgewiesen
werden, daf3 nicht nur die Aktivierung des NMDA-Rezeptors notwendigastiern auch die
einmalige Aktivierung des mGIuR, damit es zu einer LTP-Induktiomrken kann. Nach
dieser ersten Aktivierung muf3 er fur weitere LTP-Induktionen niattirngedffnet werden
[Bortolotto et al., 1994]

Die Langzeitpotenzierung ist ein weit verbreitetes und akzeggtieviodell fur Lern- und
Gedachtnisvorgange [Bliss et Collingridge, 1993]. Man nimmt auf3erdemda’ die
synaptische Plastizitat ein wichtige Rolle bei epileptogenechit@smen spielt [Birnstiel et
Haas, 1991; Mody, 1999; Nayak et Browning, 1999]. Ein Erklarungsmodel fiir den zyklischen
Verlauf affektiver Storungen ist die Kindling-Hypothese. Sie postulien Einflu? der
synaptischen Plasitzitdt auf die Entstehung und den Verlauf afel&tdérungen [Ghaemi et
al., 1999; Post et Weiss, 1996]. In vielen pharmakologischen Studien versachtdia
molekularen Grundlagen fur die synaptische Plastizitat zu ehfens Aul3erdem wird der
Einflul3 verschiedener Pharmaka auf die synaptische Plastizitaegetest

Ein weiteres Modell fir die synaptischer Plastizitat und soamth fir Lern- und
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Gedachtnisvorgange ist die Langzeitdepression (LTD). Die LTi2ist vor allem fir das
erlernte Timing bei motorischen Ablaufen wichtig zu sein [Koekkoek et al., 2003].

Die LTD ist das Gegenteil der LTP [Bear et Malenka 1994]. LK&nhn durch eine
Hyperpolarisation der Zellmembran auf — 100 mV wahrend einanisehen Stuimulation
erzeugt werden [Xie et al., 1992]. Auch bei der LTD-Induktion scheineerster Linie
Glutamatrezeptoren beteiligt zu sein. Dabei benotigt die LTD-Inalukt den Synapsen des
Corpus geniculatum mediale eine Aktivierung von mGlur, die LTD-Induktiondem
Synapsen der Pyramidenzellen eine Aktivierung von NMDA-Rezap{énedoh et al, 2002].
Eine LTD-Indutkion in den Synapsen der Parallelfasern des Chknelselkonnte durch
Aktivierung von AMPA-Rezeptoren erreicht werden [Vigot et al., 200ZerUwelchen
Glutamtrezeptor die LTD-Indutkion vermittelt wird, scheint also vom devolvierten

Nervenbahnen abhéngig zu sein.

1.4.3 Niedrig-Magnesium-Modell

Im Niedrig-Magnesium-Modell kbnnen Substanzen auf eine kalziumantéigohnesWirkung
und ihren Einflul3 auf NMDA-Rezeptoren Uberpriuft werden. Aul3erdem eamsich, um
antiepileptische Eigenschaften der getesteten Substanzen nachzuweisee gtial., 1997].
Es beruht auf der Vorstellung, dal3 epileptiforme Potentiale Uber derDANM
Rezeptorkomplex vermittelt werden. Durch einen KalziumeinstroméanZdile erzeugt der
NMDA-Rezeptor charakteristische Membranveranderungen, die als @B®xysmale
Depolarisationsverschiebung, paroxysmal depolarisation shift) bezeichaerwe

Im Niedrig-Magnesium-Modell wird die Magnesiumionenkonzentration ACSF
(kGnstlicher Liquor, artificial cerebrospinal fluid) auf unter 1 pfingkesenkt, so dal3 der
NMDA-lonenkanal geoffnet ist. Aufgrund des Kalziumeinstroms konsrzieregelmafiigen
Entladungsmustern der Neurone [Coan, 1985, Herron et al., 1985; Avoli et al., 1987].
Eine antiepileptische Wirkung wird Substanzen zugeschrieben, die @ie§adungsmuster
hemmen. Das ist unter anderem der Fall bei kalziumantagonistiskbnde Pharmaka
[Walden et Speckmann, 1988; Aicardi et Schwartzkroin, 1990] und bei Wirkstalie den
NMDA-Rezeptor blockieren [Herron et al., 1985b; Pohl et al., 1992]. Um redhe
Informationen Uber den antikonvulsiven Mechanismus zu erhalten, kann manudie z
untersuchende Substanz zusammen mit einer unterschwelligen Kotiaerdmaes NMDA.-
Rezeptor-Antagonisten, zum Beispiel APV (2-Amino-5-phophonovalerat), bezwsheisg

mit einer unterschwelligen Konzentration eines Kalziumantagonisteum Beispiel



19 Einleitung

Verapamil, geben. Ist der antikonvulsive Mechanismus kalziumvehnstetritt der additive
Effekt bei der unterschwelligen Gabe des Kalziumantagonisterisaidr NMDA vermittelt,

tritt der additive Effekt bei der unterschwelligen Gabe des MMADtagonisten auf [Pohl et
al., 1992; Walden et al., 1993].

Das Modell ist auch im Hinblick auf antidepressive Eigenschaffen Substanzen
interessant. Viele Antidepressiva, zum Beispiel Trimipramin,d sianter anderem
kalziumantagonistisch wirksam [Walden et al., 1993].

Im Verlauf von affektiven Stérungen kommt es zur Beeintrachtigung inkea- und

extrazellularen Kalziumhomdoostase [Dubovsky, 1993; Bothwell et al4]1#8 wurde eine
Vermehrung von freien intrazellularen Kalziumionen in den Thrombozytehymghozyten

von Patienten mit bipolaren affektiven Stérungen gefunden [van Calkei.,etl993;

Dubovsky et al., 1994].

1.5 Hypericum perforatum

1.5.1 Beschreibung von Hypericum perforatum

Hypericum perforatum wird seit mehr als 2000 Jahren fir die Belvagpdiner Vielzahl von
»nervous conditions” eingesetzt [Shelton et al., 2001]. So beschrieben sgpmttdtes und
Galen den Einsatz von Hypericum perforatum zur Therapie gegeondsie Besessenheit
im antiken Griechenland [Fernie, 1897; Pickering, 1879]. Auch heute igine®aufig
eingesetztes Medikament, dessen Anwendungsgebiete sehr vielfatlig Es wird zum
Beispiel zur Wundheilung, bei Nieren- und Lungenleiden, bei Schlaflasif§kett, 1997],
bei dyspeptischen Beschwerden oder bei Enuresis genutzt. Einraflamimatorische
Wirkung konnte in Form einer Reduzierung der Myeloperoxidase-Aktivitdtenschlichen
Leukozyten [Pabuccuoglu et al., 2003] sowie in einer Hemmung deraBalBtinduzierten
Interleukin-6-Synthese [Fiebich et al., 2001] nachgewiesen werden. @éitie Bedeutung
liegt allerdings in der Behandlung von leichten bis mittelschav&epressionen. Es ist ein
weitverbreitetes Antidepressivum in vielen Landern Europas, in dénui8 in Australien
[Nathan, 2001]. In Deutschland ist es fur die Behandlung leichter ssapee Stérungen

zugelassen und macht circa 20 % aller Verschreibungen fur Antidepressivaitaes 2003].

Hypericum perforatum ist eine mehrjahrige Pflanze, die zurilleacher Guttiferae gehort
[Cronquist, 1988]. Es ist weitverbreitet in Europa, Nordafrika, AsienNolamerika. Das

Adjektiv "perforatum® ist auf eine Sage zurtickzufihren, in der sahTaufel so Uber die
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Heilkraft der Pflanze argerte, dal® er ihre Blltenblattertaehns Mit dieser Sage wurde das
Aussehen der Blitenblatter von Johanniskraut erklart, die durch viele checrende Punkte
gekennzeichnet sind. Diese Punkte sind Drusenzellen, die vor allperily sezernieren.
Den Namen ,Johanniskraut” verdankt es seiner Blitezeit um den Johgremsta4. Juni.
Die Rohsubstanz wird Herba hyperici genannt und besteht aus den opes@teifen der
Pflanze. Sie wird kurz vor oder wahrend der Blutezeit geerntet [Erdelrh8&8].

Die meisten Hypericumprodukte sind ethanolische oder methanolisataétExSie enthalten
normalerweise ein Spektrum aus sechs naturlichen Hauptgruppenhbtiphthrone (0,05-
0,15%), Acylphloroglucinole (bis zu 5%), flavonolische Glycoside, Biflavone,
Proanthocyanide (6-15%) und Phenylpropane [Erdelmeier, 1998]. Bisher wurdatevor
die Hypericumbestandteile Hypericin, welches zu den Naphthodianthronent, gehdr
Hyperforin, das zu den Acylphloroglucinolen gehoért, eingehendersuat® [Wagner et
Bladt, 1994; Chatterjee et al., 1998; Zhou, Inaugural Dissertation, 1999\ug&ien als die
wesentlichen therapeutisch wirksamen Bestandteile von Hypericummrgdterh angesehen.
Aber nicht alle beobachteten Wirkungen des Hypericum perforatum kdoheendarch diese
beiden Bestandteile erklart werden. Daher beschaftigt sicivatleegende Arbeit nun mit
einer wasserldslichen Fraktion des Hypericum perforatum, welader Hypericin noch
Hyperforin enthalt. Die exzitatorische Wirkung von Hypericum petton auf EPSP und PS
kann zum Beispiel weder durch Hypericin noch durch Hyperforin bedingt 8side
Substanzen wirken zwar exzitatorisch, aber erst ab solch hohen Katipeen, die im
Gesamtextrakt nicht mehr vorkommen. HYPWS hingegen kann diesatesgithe Wirkung

erklaren [Zhou, Inaugural Dissertation, 1999].

1.5.2 Antidepressive Mechanismen von Hypericum perforatum

Der antidepressive Wirkmechanismus von Hypericum perforatum istt migllstandig
geklart. Es zeigt einige der Wirkmechanismen von herkémmlichen éprgdsiva. Daneben
wurden aber auch andere, ungewdhnliche Mechanismen nachgewiesen.

Der Wirkmechanismus der meisten klassischen Antidepressiva hbeste einer
synaptosomalen Wiederaufnahmehemmung von zerebralen Monoaminen oderernin ei
Blockierung der Monoaminoxidase Typ A oder B (MAO A oder MAO B)s Akkundare
Mechanismen werden die Modulation von Rezeptoreigenschaften (Dicfiteitad und
funktionaler Status) sowie die Beeinflussung von Second messeng&seheq [Baker et
Greenshaw, 1989; Leonard, 1993]. lhre Wirkung laRt sich auf der Grundlage
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Monoaminmangel-Hypothese der Depression erklaren. Diese bescheeibfrsache von
Depressionen eine verminderte Konzentration von zerebralen Monoaminerileworvan
Noradrenalin (NA) und Serotonin (5-hydroxytrypamin, 5-HT).

Die MAO A- und MAO B-Aktivitat wird von dem Hypericumextrakt 060 leicht gehemmit.
Diese Wirkung wird vor allem durch die im Extrakt enthaltenendflaide vermittelt [Bladt

et Wagner, 1994]. Allerdings ist die Inhibition so schwach, dal3 sie rdtidepressive
Wirksamkeit von Johanniskraut nicht erklaren kann [Muller et al., 1997].

Die synaptosomale Wiederaufnahme von 5-HT, NA und Dopamin wird vagreri¢yim
perforatum mit gleicher Affinitat fir jeden dieser Transerithicht-kompetetiv und beinahe
vollstandig gehemmt [Muller et al., 1997]. Die synaptosomale Wiedexhonfehemmung der
Tricyclischen Antidepressiva (TQAund der Selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmer
(selective serotonin reuptake inhibitor, SSRI) erfolgt im Gegensatz dazu ledmpetd weist
nicht die gleiche Affinitat fur die einzelnen Transmitter auér Bir Hypericum perforatum
gefundene Wirkmechanismus der synaptosomalen Wiederaufnahmehemmung fur 5-HAT, NA
und Dopamin wird durch andere Studien unterstitzt: So fand man in ingvittan-vivo
Studien mit Ratten, dal3 es nach Gabe von Hypericum perforatum zu eghi@rten
Freisetzung von Monoaminen im Kortex, im Dienzephalon, im Hirnstg@ahapai et al.,
1999; Yu, 2000], im Locus coeruleus [Kaehler et al.,, 1999], im Striatum unduaeus
accumbens [Di Matteo et al., 2000kommt. In menschlichen und tierischen
neuroendokrinologischen Studien konnte nach Gabe von Hypericum perforatum eine
vermehrte Sekretion des Wachstumshormones und eine verminderteddekoetiProlaktin

als Mal} fur eine erhdohte dopaminerge Funktion nachgewiesen werdeéanjigek et al.,
1997; Franklin et al., 1999Es konnte gezeigt werden, dal3 diese dopaminerge Wirkung nicht
auf eine direkte agonistische Wirkung von Hypericuminhaltsstoffen amaminrezeptor
zurtckzufiuhren ist und daR3 sie fur die antidepressive Wirksamkeit voericlymextrakten
mitverantwortlich ist [Butterweck et al., 1998]. Eine gestegeerotinerge Funktion unter
Hypericum perforatum wurde anhand einer vermehrten Kortisolsekiggmeigt [Laakmann

et al, 2000].Schliel3lich fand man auch elektroenzephalographische Veranderungen im
Frequenzband nach der Gabe von Hypericum perforatum, die auf einmesgeotund
dopaminerge Modulation hindeuten [Dimpfel et Schombert, 1997; Dimpfel et al., 1999].

Als Wirkmechanismus der Wiederaufnahmeinhibition wird eine Erhdhuntiaezellularen
freien N&-lonenkonzentration angenommen [Singer et al., 1999]. Diese Erhéhung kommt
durch die Aktivierung eines NaH'-Austauschers zustande [Reith et O'Reilly, 1990; Singer
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et al.,, 1999]. Sie wird vor allem durch die Hypericumbestandteile eiiypn und
Proanthocyanide vermittelt [Muller et al., 1998].

Aber nicht nur die Wiederaufnahme, sondern auch der intrazellulanspind von 5-HT und
NA wird von Hypericum perforatum gehemmt [Neary et Bu, 1999]s&ehanomen kennt
man von SSRI, die den intrazellularen Transport von 5-HT hemmen. Hypeperforatum
erzeugt eine Transporthemmung, deren Ausmal3 in etwa 70% der Hemmtemsjkit
erreicht, die durch SSRI erzeugt werden kann.

Desweiteren konnte eine Inhibition der Aufnahme von GABA und Glutamageadesen
werden [Chatterjee et al., 1998b; Wonnemann et al., 2000]. Auch diesekn |Effg eine
erhohte intrazellulare Ndonenkonzentration zugrunde [Wonnemann et al., 2000
erhohte N&lonenkonzentration wird durch die Aktivierung des'Nd’-Austauschers oder
durch die Aktivierung des amiloridsensitiven ‘Nganals erzeugt [Wonnemann et al., 2000].
Diese Wirkung beruht ebenfalls auf den Inhaltsstoffen Hypericin Brmhnthocyanide
[Wonnemann et al., 2000]. In vivo-Studien an Ratten zeigen zudem eine verstarkt
Freisetzung von Glutamat nach der Gabe von Hypericumextrakt [Kaehler et al., 1999]
Insgesamt kann also vermutet werden, dal3 dieses Extrakt ein digergand bis jetzt
unbekannter Typ eines nicht-selektiven synaptosomalen Neurotransmitieraufnahme-
Inhibitors ist [Nathan, 2001].

Die Kortikoid-Rezeptor-Hypothese der Depression besagt, dal? ditibterKortikotropin-
Releasing-Hormon-Konzentration (corticotropin-releasing hormon, CRH)etischiedenen
Hirnregionen an der Pathogenese der Depression beteiligdabei soll eine verminderte
Signalwirkung von Kortikoidrezeptoren zu einer vermehrten Produktion von QRkerf
[Holsboer, 2000]. Sowohl Imipramin als auch Hypericum bewirken nachrén@Gabe eine
Reduktion von CRH-mRNA (messenger Ribonukleinsdure) im hypothalamische
paraventrikularen Nukleus. Da bei beiden ein &hnlich verzdgerter Wirkatrgséieobachtet
werden konnte, wird ein gemeinsamer Wirkmechanismus auf die Konittodre der
hypothalamisch-hypophysar-suprarenalen Achse vermutet. Eine Reduldiobei Strel3
erhohten CRH-mRNA-Konzentration konnte hingegen nur durch Imipramin nichtiaksr

Hypericum nachgewiesen werden [Butterweck et al., 2001].

Die subchronische Behandlung von Ratten mit dem Hypericumextrakt Liuh&0zu einer
signifikanten Down-Regulierung vorp-Rezeptoren und zu einer signifikanten Up-

Regulierung von 5-HFRezeptoren im frontalen Kortex [Mdiller et al., 1997]. Nach einer
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Langzeitgabe von Hypericumextrakt an Ratten (26 Wochen, 2700 mglidnXagmmt die
Anzahl sowohl der 5-H\-Rezeptoren als auch der 5-F{IRezeptoren um 50 % im
Vergleich zur Kontrolle zu. Die Affinitat bleibt dabei unverandd@rtufel-Mayer et Gleitz,
1997]. Konventionelle Antidepressiva fihren zwar zu einer Down-Regugemam f-
Rezeptoren [Beer et al., 1987; Heal et al., 1989] und zu einer Up-&eaglider 5-HTa-
Rezeptoren [de Montigny et Aghajanian, 1978; Welner et al., 1989], atbérzui einer Up-
Regulierung von 5-HJx-Rezeptoren [Stolz et al.,, 1983; Nelson et al., 1989]. Die Up-
Regulierung der 5-Hj-Rezeptoren wird durch Xanthone, die in den Wurzeln von
Hypericum perforatum enthalten sind, vermittelt [Nathan, 2001]. Dae&t®ng dieser Up-
und Down-Regulierung ist nicht vollstandig geklart. Eine Up-Regulieruog 5-HT-
Rezeptoren findet sich jedoch auch nach der wiederholten Elektrokrampftherapie.

Die in Hypericum perforatum enthaltenen Flavonoide hemmen die Myekidase. Dies hat
nicht nur die schon beschriebene anti-inflammatorische Wirkung zue,Fetgdern fihrt
auch zu einer Hemmung der Myeloperoxidase-katalysierten EnkephalgriBierung. Die
somit erhohte Enkephalin-Konzentration konnte Teil der antidepressiven Wirkomg
Johanniskraut sein, denn nicht nur der Monoaminmangel, sondern auchB-ein
Endorphinmangel scheint bei der Pathogenese der Depression von Bedeueng[Denke
et al, 1999a; Schempp et al., 1999].

Schlie3lich kénnte auch die anti-inflammatorisch wirksame Hemnderginterleukin-6-
Synthese zur antidepressiven Wirkung von Johanniskraut beitragen [Fi¢bath 2001;
Thiele et al., 1994]. Es konnte nachgewiesen werden, dal3 das Intefdagkmalevel bei
depressiven Patienten erhoht ist [Merendino et al., 2002; Owen et al.,[28@ino et al.,

1999] und durch wiederholte Gabe von Antidepressiva gesenkt wird [Kim et al., 2002].

1.5.3 Pharmakokinetik von Hypericum perforatum

Die Klinisch relevante Tagesdosis von Hypericum perforatum betwéigthen 900 mg und
1800 mg. Allerdings unterscheiden sich die im Handel erhaltlichepetttpumpréparate
hinsichtlich ihrer Zusammensetzung und enthalten daher unterschiedliehgen der
einzelnen Wirkkomponenten.

Hypericum perforatum induziert nach langerer Anwendung die Expredges Isoenzymes
CYP 3A4 in der Leber, das andere Medikamente metabolisierhdVéa al., 2001]. Die
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Induktion erfolgt Gber eine Aktivierung des Steroid-X-Rezeptors [Werthwet al., 2000;
Moore et al., 2000]. Auf diese Weise reduziert Hypericum perforatdia
Plasmakonzentration und damit auch die therapeutischen Wirksamketraligelikamente.

So kann zum Beispiel die gleichzeitige Einnahme von Hypericumptéparait
verschiedenen  HIV-Protease-Inhibitoren oder mit  HIV-Nicht-Nukle&derse-
Transkriptase-Inhibitoren zu einem Verlust der HIV-Suppression fiifPescitelli et al.,
2000]. Auch der antikoagulative Effekt von Cumarinen [Ernst, 1999; Koupparis, 2000], de
immunsuppressive von Cyclosporin [Koupparis, 2000; Ruschitzka et al., 2000], der
antikonvulsive von Carbamazepin, Phenobarbital und Phenytoin sowie die Winkuoge
Digoxin [Johne et al., 1999], Theophyllin und niedrigdosierten hormonalen dgeptiva
[Ernst, 1999; Nebel et al., 1999; Koupparis, 2000] werden bei gleichzeiigeahme von
Hypericumpréparaten vermindert. Desweiteren erhéht Hypericumratenfo die Serotonin-
Konzentration durch eine Serotonin-Wiederaufnahme-Inhibition und eine cltdwWaAO-
Inhibition. Dies ist bei einer Kombination von HypericumpraparaterS8RI oder Triptanen

zu beachten. Sie fuhrt zu einer Addition und Potenzierung der serotinEffgite der
einzelnen Substanzen [Nathan, 2001].

Die Wirkung vieler anderer Medikamente kdnnte auf @hnliche Weesenflulst werden,
allerdings liegen keine Daten Uber weitere Interaktionen vor. lBiteeaktion kann lediglich

bei topisch angewandten Medikamenten, die einer eingeschréankten sghmAbsorption
unterliegen, sowie nicht-psychotrope Medikamenten, die renal ausgischierden, sicher

ausgeschlossen werden [Alhassan, 2000].

1.5.4 Klinische Studien zu Hypericum perforatum

Viele klinische Studien haben die Wirksamkeit von Hypericum petforabei leichten bis
mittelschweren Depressionen im Vergleich zu Placebos bewijétamsgen et al., 1994;
Harrer et al., 1994; Hubner et al., 1994; Laakmann et al., 1998]

Hypericumextrakte haben bei leichten bis mittelschweren Depness im Vergleich zu
tricyclischen Antidepressiva (Maprotilin, Imipramin und Amitriptyl [Harrer et al., 1994;
Vorbach et al., 1994; Wheatley, 1990d im Vergleich zu SSRI (Fluoxetin und Sertralin)
[Brenner et al., 2000; Schrader, 2000; Behnke et al., 2002] eine aquivalente Wirksamkeit.

Die haufigsten Nebenwirkungen wahrend einer Therapie mit Hypepidparaten waren
Photosensitivitat, Kopfschmerzen, trockener Mund, Schwindel, Verstopfung ureteand



25 Einleitung

gastrointestinale Beschwerden. Sie fuhrten allerdings nur beideratienten zu einem
Ausscheiden aus Studien, wohingegen 7,7 % der Patienten, die mit andécepréssiva
behandelt wurden, nebenwirkungsbedingt aus Studien ausschieden [Linde E394l.
Aufgrund der besseren Vertraglichkeit von Hypericumpraparaten Viengleich zu
konventionellen Antidepressiva wird Hypericum perforatum soga¥ldtel der ersten Wahl

zur Behandlung von leichten bis mittelschweren Depressionen empfohlen [Woelk, 2000].

Bei alteren Patienten ist der Einsatz vieler herkémmlichetid@pressiva wegen ihrem
Nebenwirkungsspektrum, vor allem wegen ihren kardialen Auswirkungenbegrenzt

maoglich [Stokes, 1993a]. Hypericumextrakte hingegen beeinflussen selbhshén Dosen
(1800 mg/Tag) die kardiale Uberleitung nicht. Fiir Patienten miestehenden kardialen
Uberleitungsstérungen und fur altere Patienten sind Hypericuntptapdaher wesentlich
besser vertraglich als TCA [Czekalla et al., 1997].

Die 20-fache tagliche Dosis eines TCA kann bereits letal 88i Hypericumpraparaten ist
im Gegensatz dazu bislang kein einziger Fall einer letalerxikation beschrieben worden
[Vorbach et al., 1997].

Die Wirksamkeit von Hypericum perforatum bei schweren Depressiwitdrunterschiedlich

bewertet: Vorbach zeigte 1997, dal3 das Hypericumextrakt LI 160 ungletzh wirksam ist
wie Imipramin. Die Untersuchung schlof3 209 schwer Depressive in mimizentrischen,

doppelblinden und randomisierten Studie ein. Die Patienten wurden 6 Wochesntareder

mit dem Hypericumprdparat LI 160 (1800 mg/Tag) oder mit Imipramb0 (mg/Tag)

behandelt. Auch in dieser Studie fand sich eine wesentlich bessetr@glfehkeit des

Hypericumpréparates im Vergleich zu Imipramin [Vorbach et al., 1997].

Dem gegeniber steht das Ergebnis einer Studie von Shelton (2001). fgieidhe der

Wirksamkeit von einem Hypericumextrakt mit einem Placebo bdBdbandlung von schwer
Depressiven erbrachte keinen signifikanten Unterschied. In diesdtizentrischen,

randomisierten, doppelblinden Studie waren 200 Patienten eingeschlossaericliy

perforatum wurde in einer Dosis von 900 mg/Tag fir 4 Wochen gegebeRallen einer

fehlenden Verbesserung wurde die Dosis auf 1200 mg/Tag fur die madhatechen erhoht.
Aus den Ergebnissen dieser Studie wurde geschlossen, dafl} Patientesxchweten

Depressionen nicht mit Hypericumpraparaten behandelt werden sollten.

Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der beiden Studien wurddamgeln in der

Studie von Vorbach erklart [Shelton et al., 2001]. Diese Mangelnvaaeh Shelton eine
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nicht standardisierten Methode der Symptomerfassung, eine zu gémmgamin-Dosis
sowie die fehlende Kontrolle der Imipramin-Plasmawerte. iDieler Studie von Vorbach
eingesetzte Imipramin-Dosierung (150 mg/Tag) entspricht allesdimgr Ublichen
Dosierungsempfehlung. Vielleicht a3t sich die Diskrepanz zwisalen beiden Studien
durch die niedrigere Dosierung des Hypericumpréparates in der Strdighelton erklaren
(1800 mg/Tag bei Vorbach im Gegensatz zu 900 beziehungsweise 1200 mg/Tag bei Shelton).
In einer Studie von 2002 aus den USA wurden indes die Ergebnisse der \&mdbhelton
bestétigt [Hypericum Depression Trial Study Group, 2002]. Auch in digsepelblinden,
randomisierten, multizentrischen Studie konnte keine Wirksamkeit voeriéympréparaten
bei schwer depressiven Patienten im Vergleich zur Placebogrupgpgenaesen werden.
Allerdings konnte auch kein Unterschied zu Sertralin festgestedrden. Weder die
Patientengruppe, die mit Sertralin (50 — 100 mg fir 8 Wochen) behangele wioch die
Patientengruppe, die mit Hypericum perforatum (900 — 1500 mg Uber 8 Wdntteandelt
wurde, zeigte einen signifikanten Unterschied zur Placebogruppe rieiyme Depression
Trial Study Group, 2002]. Auch hier lag die Hypericumdosierung unteDdsierung, die
Vorbach einsetzte. Zudem erscheint es verwunderlich, da3radeln Sertralingruppe, die im
Design der Studie als aktive Vergleichsgruppe vorgesehen war, \k&ikeng nachweisbar

war.

Nicht nur in Kklinischen Studien, sondern auch in tierexperimentellen 8spnsmodellen
konnte die Wirksamkeit von Hypericum perforatum nachgewiesen werdenti&imodell
fur Depression ist der forcierte Schwimmtest mit Ratten. idkr ein gut etabliertes
Verhaltensmodell bei Tieren fur die Evaluation der Wirksamkeah \antidepressiven
Medikamenten und korreliert gut mit deren klinischen Wirksamkesrgélt et al., 1977;
Willner, 1984]. Sowohl Hypericum perforatum selbst, als auch dipeHguminhaltsstoffe
Hyperforin, Hypericin, Pseudohypericin, Flavonoide und Xanthone zeigtefoiicierten
Schwimmtest mit Ratten eine antidepressive Wirkung [Butteneeek., 1997; Bhattacharya
etal.,1998].
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2 MATERIALUND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere
Als Versuchstiere dienten juvenile, weil3e, weibliche Meerschiwem¢Cavia aperea), die

zwischen 280 und 350 g wogen (Charles River, Sulzfeld, Deutschland).

2.1.2 Beschreibung der getesteten Substanzen

Bicucullin-Metochlorid
([R-(R*,S*)]-5-(6,8-Dihydro-8-oxofuro[3,4-e]-1,3-benzodioxol-6-yl)-5,6,7,8-tetrahyd6-
dimethyl-1,3-dioxolol[4,5-glisoquindinium chlorid)

Wasserldslicher GABA-Antagonist

Hersteller: Tocris, Bristol, UK

CNQX
(6-Cyano-7-nitro-quinoxalin-2,3-dion)
AMPA-Antagonist

Hersteller: Sigma, Deisendorf, Deutschland

HYPWS
Wasserldsliche Fraktion eines ethanolischen Hypericum-Extraktes

Hersteller: Dr. Willmar Schwabe GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Phaclofen
((RS)-3-Amino-2-(4-chlorophenyl)propylphosphonische Saure)
GABAGg-Antagonist

Hersteller: Tocris, Bristol, UK
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2.1.3 Apparaturen und Versuchsaufbau

Die Versuche wurden in einer MelBkammer durchgefihrt, die ber ekonstanten
DurchfluBgeschwindigkeit von 3-6 ml/min standig mit Nahrmedium durchspuilt wurde.

Der Zuflul3 erfolgte aus einem hoher gelegenen Reservoir und wumdesinen durch die
Schwerkraftwirkung und zum anderen durch die Pumpvorrichtung (PD5001, Heidolph,
Deutschland) gewahrleistet. Dieses ZufluRreservoir enthielt Ndiariosung und wurde
standig mit Carbogen begast, so dal3 eine Sattigung des Nahrmediums gegeben wa

Der Flussigkeitstransport erfolgte durch Silikonschlauche und konnte emer
Schlauchklemme reguliert werden. Die Temperatur wurde mit ethenmostatgeregelten
Warmekolben (HAAKE D1, Deutschland) eingestellt.

Der AbfluR aus der Mellkammer fuhrte zunéchst in eine Unterdrudkéiasdie das
rhythmische Ansaugen der Pumpe ausglich und so einen kontinuierlichen Abflul3 gatantie
Die ganze Apparatur war in einem Faraday'schen Kafig aufgehaut, elektrische
Storfaktoren zu vermeiden.

Die MelRkammer (1,% 4 cm, Volumen: 2 ml) bestand aus Plexiglas. Ihr Boden wurde aus
einem Objekttrager angefertigt (siehe Abbildung 2). Zwei Tweémde sowie zwei Walzen in
der MelBkammer gewahrleisteten einen laminaren Flul3 der dugitbtel Losung. Durch die
seitlichen Offnungen wurde der Temperaturfilhler eines Digitaitbameters sowie eine
indifferente Elektrode (chlorierte Ag/AgClI-Elektrode) eingefihrt.

Die MeRkammer befand sich auf dem Objektteller eines Mi@@s und war somit
beweglich. Daneben gab es Vorrichtungen mit einem Feinantriebdi®em Feinantrieb
konnten die Elektroden positioniert werden.

Die elektrischen Impulse wurden durch einen isolierten Pulssttorul(A-M Systems,
Everett, WA, USA) evoziert und an eine oder zwei stimulierende Elektroden gedatieet.

Die abgeleiteten elektrischen Signale der differenten und ingliffen Elektroden wurden an
einen Signalverstarker (SEC 1L, NPI Electronic, Tamm, Deutsdhligbermittelt und danach
mit Laboratory Interface (ITC, Instrutech Corp. Great Neck, NY, USgialisiert.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Mel3kammer

(1) ZufluBrohr fur die jeweilige Loésung

(2) Abflu3rohr

(3) Offnungen fiir Temperaturfihler und indifferente Elektrode
(4) Walze zur Verringerung von Stromungsturbulenzen

(5) Trennwand

2.2 Methoden

2.2.1 Anfertigung der hippocampalen Gewebsschnitte

Die hippocampalen Gewebsschnitte wurden nach der von Bingmann und Speckmann
beschriebenen Methode hergestellt [Bingmann et al., 1989]:

Die Meerschweinchen wurden mit Ather anasthesiert und das Gadn Eroffnung der
Schadeldecke entnommen. Nach der Freilegung des ArchaecortexhvdiedElippocampi
freiprapariert und in einer Schneideapparatur in circa 400 um dickesversalschnitte
zerlegt. Diese Schneideapparatur bestand aus einem Plexiglashitocklem eine
Fuhrungsschiene eingelassen war. In diese wurden die Hippocamggt. géinter
mikroskopischer Kontrolle (Carl Zeiss, 10-fache Vergroéf3erung) wurde da@rmRasierklinge
manuell in einen vertikal zur Fihrungsschiene verlaufenden Spakeféhrt, wahrend die
Hippocampi mit einem Dachshaarpinsel positioniert wurden.

Die gesamte Pré&paration erfolgte in eiskaltem, sauerstéffggem, kinstlichem Liquor
(ACSF).

Die so gewonnenen Schnitte wurden sofort in eine mit ACSF geKditemer tUberfuhrt und
dort bei 28°C, 95 % Q + 5 % CQ Aquilibrierung und einem konstanten pH-Wert von 7,4
fur mindestens 90 Minuten inkubiert [Yamamoto, 1972]. So konnte die beim
Praparationsvorgang gestdrte Homdostase in den Hippocampusschnitten hveiepbstellt

werden.
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ACSF bestand aus den folgenden Komponenten:

NaCl 124,0 mmol/l
KCI 3,0 mmol/l
KH2PO 1,24 mmol/l
MgSO, 1,3 mmol/l
CaCb 2,0 mmol/l
NaHCG; 26,0 mmol/I
Glukose 10,0 mmol/l

Fur die Niedrig-Magnesium-Versuchen wurde eine magnesiumfre@SFALGsung
verwendet. Die erhdhte Kalium-Konzentration flhrt zu einer leichtepolrisation der
Neurone und somit zu einer vereinfachten Auslosung epileptischer RBlenDie

magnesiumfreie ACSF-L6sung setzte sich folgendermal3en zusammen:

NaCl 124,0 mmol/l
KCI 8,0 mmol/Il
KH-POy 1,24 mmol/l
MgSO, -
CaCb 2,0 mmol/l
NaHCG; 26,0 mmol/I
Glukose 10,0 mmol/l
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2.2.2 Losungen der verwendeten Substanzen

HYPWS 10 mg HYPWS wurden in 1 | ACSF gel6st. Fur die Niedrig-
Magnesium-Versuche  wurde magnesiumfreies  ACSF
verwendet. Die so entstandene Stammlbsung mit einer
Konzentration von 10 g/l wurde im Kiihlschrank bei + 4 °C
gelagert und fir die Experimente auf die entsprechenden

Konzentrationen mit ACSF verdinnt.

Bicucullin und Phaclofen Die GABA-Antagonisten wurden in destilliertem Wasser gelos
und mit ACSF weiter verdinnt. Die verwendeten
Endkonzentrationen betrugen 10 uM fir Bicucullin und 100 pM
fur Phaclofen. Diese Konzentrationen entsprachen in unseren

Versuchen Schwellenwertkonzentrationen.

CNQX Der AMPA-Antagonist wurde in DMSO (Dimethylsulfoxid)
geldst und mit ACSF weiter verdinnt. In der Endlésung betrug
die CNQX-Konzentration 0,1 pM wund die DMSO-
Konzentration 0,002 %. Die DMSO-Konzentration war damit
zu gering, um die Ergebnisse beeinflussen zu kénnen [Langosch
et al., 1998b; Rammes et al., 1994].

2.2.3 Durchflihrung der Experimente

Nach abgelaufener Inkubationszeit Gberflihrten wir pro Versuch emtSdes Hippocampus
in die MelBkammer. Dort wurde er von mit Carbogen geséttigt€aF bei 28 °C umspiuilt.
Fur die Versuche mit CNQX fugten wir diesem Nahrmedium 0,002 M&O bei, fur die
Niedrig-Magnesium-Versuche verwendeten wir magnesiumfreies ACSF.

Die Spdulflissigkeit konnte an einem Dreiwegehahn ausgetauscht nweidie so
verabreichten Testsubstanzen erreichten die MelRkammer nach circa 30 Sekunden.

Bei den Niedrig-Magnesium-Versuchen wuschen wir HYPWS fir 2Qutdn ein. Bei den
LTP-Versuchen war es 20 Minuten vor, wahrend und 60 Minuten nach der db&amis
Stimulation in der Badel6sung vorhanden.

Fur die Versuche mit den Antagonisten waren diese 30 Minuten in ddeld@ung

vorhanden, bevor wir sie zusammen mit HYPWS fur 20 Minuten gaben.
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Bei allen Experimenten wurden extrazellulare Potentiale dureneglektrischen Stimulus
erzeugt und abgeleitet. Dieser Stimulus (f = 0,066 Hz; t = 50 #€,8-4 mA) wurde durch
den isolierten Pulsstimulator hervorgerufen und mit einer isefiert bipolaren
Wolframelektrode (Durchmesser: 0,05 mm) auf den Schnitt Gbertragenwdiilten die
Stimulusintensitat so, dal3 sie circa zwei Drittel der maximal mogliéméwort erzeugte. Die
Elektrode plazierten wir mit Hilfe eines binokularen Transmssmikroskops (40-fache
Vergrof3erung) im Stratum radiatum von CA1 (Schaffer-Collateralen).

Die ableitende Elektrode bestand aus einer glasernen Mikroelektredeitdd mol/l NaCl
gefullt war und einen Widerstand von 2 QHatte. Sie wurde in einer Elektrodenpulle (Sutter
Instrument Co. P-87, Novato, USA) aus Borosilikatglas-Filament-kapill (Hilgenberg,
Malsfeld) hergestellt. Diese Elektrode plazierten wir furAlieitung von PS im Bereich der
Pyramidenzellen von CA1 und fur die Ableitung von EPSP im dendritischen Bereich.
Die so abgeleiteten Signale wurden an den Verstarker geliégiet, der sie mit einem
Durchlaf3filter von 3 kHz filterte. AnschlieRend wurden sie mit eRate von 10 kHz mit
Laboratory Interface digitalisiert und schlieBlich im Compuigpple Macintosh Power
PC7300, Cupertino, CA) mit dem Programm Pulse-8.09 (HEKA, Deutschigumdyler Igor
Software (Wave Metrics, Version 3.03, Inc., USA) gespeichert und verarbeitet.

Das elektrische Signal bei den Niedrig-Magnesium-Versuchelitestewir mit einem
Speicheroszilloskop (Hameg HM 205-3, Frankfurt) und einem nachgesamaltete
Thermodrucker (Hameg HM 8148-2, Frankfurt) optisch dar. Ein Tintensenr@rikadenki
R-001 D, Freiburg) registrierte Uber einen Differentialfilter die Feleipile.

2.3 Auswertungen

Bei den Niedrig-Magnesium-Versuchen ermittelten wir die Anderungerpefenetjuenz.

Fir die Versuche, bei denen wir mit PS arbeiteten, bestimmien die
Amplitudenveranderungen innerhalb eines 3 — 18 ms dauernden Intervalls maShirdalus
und werteten sie mit einer Igor Software aus. Bei den VersutiteBPSP berechneten wir
die Veranderungen der Steilheit des Amplitudenanstieges.

Die LTP-Versuche fuhrten wir mit zwei Stimulationselektroalemch, von denen eine den
Kontrollwert lieferte. Es wurden zunachst fur 30 Minuten Feldpotentezeugt und
abgeleitet, um einen stabilen Grundwert zu erhalten. Diesen defimweit als 100 %. Die

Langzeitpotenzierung erreichten wir mit zwei hochfrequentenusironsimpulsen von 100
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Hz und einer Dauer von je einer Sekunde bei gleicher Intensitatieviger Teststimuli. Die
LTP-Wirkung gaben wir in der prozentualen Abweichung des ermittelten Grutesva.
Diese Daten wurden genormt und die resultierenden Mittelwert¢and&rdfehler von n
Versuchen dargestellt. Zur statistischen Evaluation zogen wiGtigtent-t-Test heran. Eine
Wabhrscheinlichkeit von < 0.05 bewerteten wir als statistisch  #gnif
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3 ERGEBNISSE

Wir untersuchten HYPWS in verschiedenen Versuchsreihen mit ehtdaren
Feldpotentialen. Zunachst wurde es im Niedrig-Magnesium-ModeEpiégpsie getestet, um
die Wirkung von HYPWS auf C& und NMDA-Rezeptoren zu untersuchen (3.1). Des
weiteren fuihrten wir LTP-Versuche mit HYPWS durch, um eventuelle issé von HYPWS

auf die kognitiven Funktionen Lernen und Gedachtnis zu prufen und um eine Winkung a
den NMDA-Rezeptor auszuschlielBen (3.2). Schlie3lich befal3ten wir uhsdem
exzitatorischen Wirkungsmechanismus von HYPWS, den wir durch die Konammabin

HYPWS mit verschiedenen Antagonisten entschltisseln konnten (3.3).

3.1 HYPWS im Niedrig-Magnesium-Modell

In den Versuchen des Niedrig-Magnesium-Modells testeten wir VAS'Pin einer
Konzentration von 18 g/l. Die neurophysiologische Wirksamkeit von HYPWS in dieser
Konzentration ist erwiesen [Zhou, Inaugural Disertation, 1999].

Die Evokation von PDS erfolgte durch den Wechsel der Spullésung von AQSF
magnesiumfreiem ACSF. Die PDS traten mit einer Latenz veril@ Minuten nach dem
Wechsel auf. Anschliel3end ermittelten wir den 1. Kontrollwert.

Wahrend einer darauf folgenden 20-minutigen Einwaschphase mischtelen@éptllosung
unter Beobachtung der fp-Frequenz HYPWS g0 bei.

In der abschlieRenden Auswaschphase gaben wir nur magnesiumfigie L&&Sung. Damit
konnten wir die Reversibilitat der aufgetretenen Frequenzanderuitgpgprifen. In dieser
Phase ermittelten wir den 2. Kontrollwert (siehe Abbildung 3).

Insgesamt bewirkte HYPWS @/l eine leichte Erhéhung der fp-Frequenz (108,9 * 7,37 %,
n = 9), die statistisch nicht signifikant war (p = 0,24, Studerest)T Die durch HYPWS 10

g/l ausgeloste fp-Frequenzerhéhung war in 75 % der Falle reversibel Abieidung 4).
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Extrazellulare Feldpotentiale im Niedrig-Magnesium-Modell

fp Vi i Kontrolle 1
fp MMW HYPWS 105 g/l

Kontrolle 2

‘ 0,25 mV

10 s

Abbildung 3: Extrazellulare Feldpotentiale (fp) im Niedrig-Magnesum-Modell

1. Kontrollwert: 1 Minute vor Zugabe von HYPWS /|

Wirkung von HYPWS 18 g/l: Wert am Ende der 20-miniitigen Einwaschphase

2. Kontrollwert: Wert am Ende der 20-minttigen Auswaschphase

HYPWS 10° g/l steigerte in 4 von 9 Versuchen die fp-Frequenz wahrend eirmir@igen
Einwaschphase. Dieser Effekt war in 3 von 4 Fallen reversibel.
Hippocampus-Gewebsschnittpraparate vom Meerschweinchen. Ableitung in der R&gion C
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HYPWS 10° g/l im Niedrig-Magnesium-Modell

180

160 -
I Kontrolle

-5
140 | | EEE HYPWS 1071

120 A

——

100 -

80

60 -

Frequenzanderung [ % |

40 -

HYPWS 10 g/l
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Abbildung 4: HYPWS 10° g/l im Niedrig-Magnesium-Modell

Dargestellt sind der 1. Kontrollwert sowie die Wirkung von HYPWS Hll mit dem
Standardmeffehler.

HYPWS 10 g/l fiihrt zu einer leichten fp-Frequenzsteigerung: 108,9 + 7,37, n #e8e st
statistisch nicht signifikant (0,05, Student-t-Test).
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3.2 Auswirkungen von HYPWS auf LTP

HYPWS wurde in einer Konzentration von | fir diese Versuche verwendet.

Wir leiteten PS oder EPSP ab und mischten anschlieRend HYPWSy/tL@ler ACSF-
Badelosung bei. Die exzitatorische HYPWS-Wirkung glichen earch Regulation des
elektrischen Stimulus aus, so daR die Amplitude unter HYPWS @0 der
Ausgangsamplitude entsprach. Nach 30 Minuten erfolgte eine Hochfretjonertason
(HFS). Wir beobachteten PS beziehungsweise EPSP 60 Minuten lamgusciden HYPWS
10* g/l anschlieBend aus (siehe Abbildung 5).

Die Potenzierung der PS wurde eine Stunde nach HFS gemessendémté&influld von
HYPWS 10* g/l betrug sie 149,7 + 15,5 %, n = 5; ohne HYPWS 187,1 + 13,7 %, n = 5.
Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikan&((@05, Student-t-Test).

Die Potenzierung der EPSP wurde durch Zugabe von HPW$/LGicht verringert: 149,4
+ 4 %, n = 5 im Vergleich zur Kontrolle 162,7 + 10,3 %, n = 5 (siehe |Abbg 6). Auch

diese Veranderung war statistisch nicht signifikank(Qy05, Student-t-Test).
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HYPWS
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Abbildung 5: Versuchsablauf der Langzeitpotenzierung durch HFSmit HYPWS 10* g/l

30 Minuten vor HFS wird HYPWS 10g/l der Spiilldsung beigemischt. HYPWS™ 16/l
fuhrt zu einer PS-Amplitudenzunahn¥e. Regulation des Stimulus, so dal3 die
Amplitudengrol3e wieder dem Ausgangswert entsprichtf1: zweifache
Hochfrequenzstimulation (HFS). Die PS-Amplituden werden 60 Minuterr t@ws 10*

g/l gemessen, danach wird HYPWS*1§| ausgewaschen.
Hippocampus-Gewebsschnittpraparate vom Meerschweinchen. Ableitung in der R&tjion C
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Einflu’ von HYPWS 10*g/l auf die Langzeitpotenzierung
190 1
180

170 -

160 =

EPSP-Amplitudensteilheit [%]

150 - l

140 —

130 -

120 -

Kontrolle HYPWS 10*g/l

Abbildung 6: Auswirkungen von HYPWS 10*g/l auf LTP

Die Balken stellen die prozentuale Veranderung der EPSP-Amgifisteilheit 1 Stunde nach
Hochfrequenzstimulation dar. Im Vergleich zur Kontrolle vermindefPWs 10* g/l die
Amplitudensteilheit der EPSP leicht (Kontrolle: 162,7 + 10,3 %, n = 5PW$% 10" g/l:
149,4 £ 5,6 %, n = 5). Diese Inhibition ist statistisch nicht signifiigm& 0,05, Student-t-
Test).
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3.3 Kombination von HYPWS mit Antagonisten

HYPWS 10* g/l wirkt exzitatorisch: Es erhoht die Steilheit der PS-Atoge um 111,9 +
2,9 %, n = 13 [Zhou, Inaugural Disssertation, 1999]. Auf der Suche nawhzdgrunde
liegenden Wirkmechanismus wurde HYPWS™1@/l mit verschiedenen Antagonisten
kombiniert.

Wir leiteten PS ab und ermittelten einen Ausgangswert daplifudensteilheit. Dann
wuschen wir den zu untersuchenden Antagonisten ein. Eventuelle Eigeryeinkutes
Antagonisten auf die Amplitudensteilheit regulierten wir, indem wan elektrischen
Stimulus so einstellten, dal3 wieder der Ausgangswert erngigldie. Nach der 20-mindtigen
Einwaschphase mischten wir der Badeldsung HYPW$ giDbei. HYPWS 13 g/l wurde
zusammen mit dem jeweiligen Antagonisten fur 30 Minuten gegeben, bévdoeide

Substanzen aus der Badeldsung auswuschen (siehe Abbildung 6).

3.3.1 Kombination von HYPWS mit dem GABAAntagonisten Bicucullin

Fur Bicucullin ermittelten wir in Vorversuchen eine Schwellenkobtzgion, bei der
Bicucullin in unserer Versuchsanordnung gar keine oder nur eine |disgemwirkung
aufwies. Diese Schwellenkonzentration lag bei 10 uM. In der Eoiwasse wirkte es leicht
exzitatorisch oder zeigte gar keine Eigenwirkung. Den elektrisShiemulus palRten wir bei
Bedarf vor der Einwaschung von HYPWS*dJl entsprechend an.

Bicucullin 10pMerhohte die exzitatorische Wirkung von HYPWS* 4l leicht von 111,9 +
2,9 % (n = 13) auf 120,1 + 4,1 % (n = 7) (siehe Abbildung 7). Dieskuy war statistisch
nicht signifikant (p = 0,067, Student-t-Test).

3.3.2 Kombination von HYPWS mit dem GABAAntagonisten Phaclofen

Wie fur den GABA\-Antagonisten Bicucullin bestimmten wir auch fir den GABA
Antagonisten Phaclofen in Vorversuchen eine SchwellenwertkonZentrflir unsere
Versuchsanordnung. Sie lag fir Phaclofen bei 100 uM. In der Einwaschpidse

Phaclofen 100 uM eicht exzitatorisch oder zeigte keine Eigenvgrken elektrische
Stimulus pal3ten wir bei Bedarf an, so dalR die PS-Amplitude umhtgcld?en 100 puM
Ausgangsamplitude entsprach.

Phaclofen 100 pMerhohte die exzitatorische Wirkung von HYPWS*i@l deutlich von

111,9£2,9 % (n = 13) auf 140,9 £ 7,0 % (n = 8) (siehe Abbildung 8). Diese Auswgiwar

statistisch signifikant (p = 0,0012, Student-t-Test).
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3.3.3 Kombination von HYPWS mit dem AMPA-Antagonisten CXQ

CNQX 0,1 puM wirkte in der Einwaschphase inhibitorisch. Der eledte Stimulus wurde
daher hochreguliert, um die PS-Amplitude unter CNQX 0,1 pM der Ausgampijsude

anzugleichen.

CNQX 0,1 pMblockierte die exzitatorische Wirkung von HYPWS*KfJl (111,9 + 2,9 %, n
= 13) komplett: 97,3 + 4,39 %, n = 11 (siehe Abbildung 9). Dieses Ergebnistatstisch

signifikant (p = 0,0182, Student-t-Test).

3.3.4 Kombination von HYPWS mit CNQX und Phaclofen

Bei der Gabe von HYPWS @yl mit dem AMPA-Antagonisten CNQX 0,1 pNhd dem
GABAg-Antagonisten Phaclofen 100 pMirde die exzitatorische Wirkung von HYPWS™10
g/l (111,9 £ 2,9 %, n = 13) komplett aufgehoben: 99,4 + 6,7 %, n = 8 (sigbhi&didng 10).
Dieses Ergebnis war statistisch signifikant (p = 0,0004, Student-t-Test).



42 Ergebnisse

Versuchsablauf der Kombinationsversuche von
HYPWS 10“ g/l mit Antagonisten

HYPWS 10“ g/l

g Phaclofen 100 uM
]
g 200- v
%
E 100-
&
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0 30 60
Zeit [Min]

Abbildung 6: Versuchsablauf der Kombinationsversuche von HYPWS I0g/I mit
Antagonisten (hier am Beispiel von Phaclofen 100 pM)

Aufzeichnung von PS, Ermittlung eines Ausgangswertes der Amplitudensteilheiagehen
eines Antagonisten (hier Phaclofen 100 puM) fir 20 Minuten. Phaclofep NI@0hrt zu einer
leichten Zunahme der Amplitudensteilne®.. Regulation des elektrischen Stimulus, so dal3
die Amplitudensteilheit unter Phaclofen 100 uM dem Ausgangswerpratls Gabe von
HYPWS 10 g/l mit dem Antagonisten fiir 30 Minuten. Auswaschen von HYPW$ giD
und des Antagonisten.

Hippocampus-Gewebsschnittpraparate vom Meerschweinchen. Ableitung in der R&tjion C
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Kombination von HYPWS 10* g/l mit dem
GABA p-Antagonisten Bicucullin 10 puM
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Abbildung 7: Kombination von HYPWS 10*g/I mit dem GABA-Antagonisten Bicucullin 10 uM

Die Balken stellen die prozentuale Veranderung der PS-Amplituge detn Einflul3 von
HYPWS 10* g/l und von HYPWS10* g/l in Kombination mit Bicucullin10 pM dar.
Bicucullin 10 uMerhoht die exzitatorische Wirkung von HYPW&' g/l (111,9 £ 2,9 %, n =
13) leicht auf 120,1 £ 4,1 %, n = 7. Diese Erh6hung ist statististi signifikant (p= 0,05,
Student-t-Test).
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Kombination von HYPWS 10* g/l mit dem
GABA g-Antagonisten Phaclofen 100 uM
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Abbildung 8: Kombination von HYPWS 10*g/I mit dem GABAg-Antagonisten Phaclofen 100uM

Die Balken stellen die prozentuale Veranderung der PS-Amplitude detm Einflul3 von
HYPWS 10* g/l und von HYPWS 10* g/l in Kombination mit Phaclofen 100 uM dar.
Phaclofen erhéht die exzitatorische Wirkung von HYPWS @0 (111,9 + 2,9 %, n = 13)
deutlich auf 140,9 + 7,0 %, n = 8. Diese Erhdhung ist statistischikagti (* = p < 0,05,
Student-t-Test).
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Kombination von HYPWS 10* g/l mit dem
AMPA-Antagonisten CNQX 0,1 pM
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Abbildung 9: Kombination von HYPWS 10* g/l mit dem AMPA-Antagonisten CNQX 0,1 uM

Die Balken stellen die prozentuale Veréanderung der PS-Amplituse det Einflul3 von
HYPWS 10* g/l und von HYPWS 18g/l in Kombination mit CNQX 0,1 pMar. CNQX 0,1
1M blockiert die exzitatorische Wirkung von HYPWS™“@/1 (111,9 + 2,9 %, n = 13): 97,3 +
4,39 %, n = 11. Dieses Ergebnis ist statistisch signifikant (905, Student-t-Test).
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Kombination von HYPWS 10* g/l mit den Antagonisten
CNQX 0,1 puM, Phaclofen 100 uM und Bicucullin 10 uMsowie mit
der Kombination von CNQX 0,1 uM und Phaclofen 100 ri
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Abbildung 10: Ubersichtsdiagramm zu den Kombinationsversuchen

Die Balken stellen die prozentualen Veranderungen der PS-Amplitudten HYPWS 10

g/l und HYPWS 14 g/l in Kombination mit CNQX 0,1 uM, Phaclofen 100 pM, Bicucullin
10 pM und der Kombination von CNQX 0,1 pMd Phaclofen 100 pMar. Phaclofen 100
1M und Bicucullin 10 pM erhéhen die exzitatorische Wirkung von HYPWSg1io(111,9 +
2,9 %, n = 13) auf 140,9 = 7,0 %, n = 8, beziehungsweise 120,1 £ 4,1 %, n = 7. GNQX
1M hingegen hebt die exzitatorische Wirkung von HYPWS dl0 auf: 97,3 + 4,39 %, n =
11. In der Kombination von HYPWS T@/l mit Phaclofen 100 pMnd CNQX 0,1 puMwird

die exzitatorische Wirkung von HYPWS 4@/l ebenfalls komplett aufgehoben: 99,4 + 6,7
%. Die statistisch signifikanten Ergrebnisse sind mit * markiert (*=0p05, Student-t-Test).
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4 DISKUSSION

Johanniskraut ist ein Naturheilmittel, dessen antidepressive Wikk#asthon seit langer
Zeit genutzt wird [Shelton et al., 2001]. Heutzutage wird es h&uifigBehandlung leichter
bis mittelschwerer Depressionen eingesetzt und stellt eitexnative zu konventionellen
Antidepressiva dar. Seine antidepressive Wirksamkeit ist sowoldlinrschen Studien
[Hansgen et al., 1994; Harrer et al., 1994; Hubner et al., 1994; Laakmahn E198] als
auch in tierexperimentellen Depressionsmodellen [Butterweck,et287; Bhattacharaya et
al.,, 1998] nachgewiesen worden. Sein antidepressiver Wirkmechanismuascls nicht

vollstéandig geklart, scheint sich aber aus verschiedenen Komponenten zusammemzusetz

Die Geschichte der konventionellen Antidepressiva ist im Verglaichangen Tradition des
Johanniskrautes noch jung. Sie begann 1957 mit der Entdeckung der antidapressive
Wirksamkeit von Imipramin durch Kuhn [Kuhn, 1957]. Die tricyclischen Antidegiva
(TCA) sowie die Monoaminooxidase-Inhibitoren (MAOI) eroberten daraufem Markt der
Antidepressiva. Beide Stoffe erhohen die Konzentration der Monoamingnaptschen
Spalt. lhre antidepressive Wirksamkeit wird daher auf der diage der Monoaminmangel-
Hypothese der Depression erklart. Auch Hypericumpraparate flubremer Erhéhung der
Monoaminkonzentration im synaptischen Spalt. Dies wird zum einen dingh leichte
Hemmung der MAO-A- und MAO-B-Aktivitat [Bladt et al., 1994] zum andedrirch eine
Neurotransmitterwiederaufnahme-Inhibition erreicht [Nathan, 2001].

Die MAOI werden heutzutage nur noch zurlickhaltend verschrieben, dkes@efahr der
Interaktion mit zahlreichen Nahrungsmitteln bergen. lhre Verdmmg Dbleibt
therapieresistenten, gehemmt-depressiven Syndromen vorbehalten. @se, effect” ist bei
Hypericumpréaparate jedoch nicht zu beflrchten, da die MAO-InhibitionHygiericum

perforatum nur sehr schwach ausgepragt ist [Mdller et al., 1997].

Die TCA hingegen sind weit verbreitet. Sie erh6hen die Serotonin- und
Noradrenalinkonzentation im synaptischen Spalt, indem sie die prasghapt
Wiederaufnahme dieser Neurotransmitter hemmen [Potter et al., 180&h bei den
Hypericumpréparaten ist eine Neurotransmitterwiederaufnahnmetiegh mitverantwortlich

fur die antidepressive Wirksamkeit. Allerdings ist die Inhibiti@n Hypericumpraparaten im
Gegensatz zu der Inhibition bei TCA nicht-kompetitiv und zeigt ddeclgé Affinitat fur 5-

HT, NA und Dopamin [Muller et al., 1997].
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Neben der erwiinschten antidepressiven Wirkung beeinflussen die TCA aedRege von
postsynaptischen Rezeptoren, zu denen die Muskarin-, AcetylchwoliAdrenalin-, 5HT -

und Histamin(H1)-Rezeptoren gehotren [Kanof et Greengard, 1978; H@lgren, 1981].
Dieser Einflu3 ist fir die Entstehung der typischen Nebenwirkungesntveortlich. Im
Vordergrund stehen anticholinerge Wirkungen wie Mundtrockenheit, Obstipation,
Akkomodationsstoérungen,  Mydriasis mit der Gefahr eines Glaukomanfalls
Miktionsbeschwerden bis zur Harnsperre, Tachykardien und Verwirrung [Quok893].

Die Intoxikation mit TCA a&hnelt daher einer Atropin-Vergiftung. ihblinerge
Nebenwirkungen sind bei Hypericumpraparaten hingegen nicht bekannt.

Die TCA konnen aber auch direkte kardiale Wirkungen in Form von
Erregungsleitungsstorungen verursachen, die sich im EKG ale@agerung und QRS-
Verbreiterung zeigen. Sie sind auf chinidinartige Eigenschaftaickzufihren und kénnen
eine Verlangsamung der Uberleitung bis zum AV-Block verursadbi Blockade zentraler
Muskarinrezeptoren kann vor allem bei alteren Menschen zum Delgrfiibaher ist eine
Uberdosierung der TCA insbesondere fiir altere Patienten und fiienteat mit
vorbestehenden kardiovaskularen Problemen geféhrlich. Im Gegensatz dazfiydsee
Hypericumpraparate die kardiale Uberleitung selbst in hohen Doskn Diaher sind sie fiir
Patienten mit vorbstehenden kardialen Uberleitungsstérungen undiltéiie Patienten
wesentlich besser vertraglich als TCA [Czekalla et al., 1997].

Weitere Nebenwirkungen der TCA konnen durch die BlockadeoefAdrenalin-, 5HT -

und Histamin(H1)-Rezeptoren erklart werden: Orthostase und refkaltter Tachykardie
durch eine Hemmung peripheme-Adrenorezeptoren, Sedation und Schléafrigkeit durch eine
Blockade zentraler H1-Rezeptoren, Appetitsteigerung und Gewichtszaraifgrund einer
Inhibition von 5HTLa-Rezeptoren. Auch das Auftreten von Schlafstérungen und eine Senkung
der Krampfschwelle werden beschrieben.

Diese unerwinschten und unangenehmen Nebenwirkungen fiilhren zu einekasiggmif
Reduktion der Compliance und kénnen den behandelnden Arzt dazu verleiten, eenegel g
Dosis zu verschreiben [Beaumont, 1989; Montgomery et Kasper, 1995].
Hypericumextrakte zeigen fur leichte bis mittelschwere Dsgpoeen ein gleichwertige
Wirksamkeit wie TCA [Harrer et al., 1994; Vorbach et al., 1994; Wagal997] bei einer
besseren Vertraglichkeit [Linde et al., 1996]. Letale Intoxikatiosem nicht bekannt
[Vorbach et al., 1997]. Die Anwendung von Hypericumpraparaten fir sclidegessionen
als Alternative zu TCA ist bislang umstritten [Vorbach et B097 , Shelton et al., 2001;
Hypericum Depression Trial Study Group, 2002].
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Im letzten Jahrzehnt wurden die selektiven Serotonin-Wiederaufnahnbédndm (SSRI)
und die selektiven Noradrenalin-Wiederaufnahme-Inhibitoren (SNRI) iegilz Derzeit
stellen sie die am haufigsten verschriebenen Antidepressiva[Fddze, 2003]. Im
Unterschied zu TCA wirken SSRI und SNRI selektiv auf die Serotdmeziehungsweise
Noradrenalinwiederaufnahme. Daher fehlen die Nebenwirkungen, die beiG@kenddrch
Blockierung von muskarinischen, cholinergem-adrenergen und H1-histaminergen
Rezeptoren erzeugt werden. Vorzeitige Therapieabbriche sindldssiteher [Feighner et
al., 1993; Stokes, 1993b]. Aufgrund der fehlenden kardiovaskularen Nebenwirkumgjsresi
bei einer Uberdosis relativ untoxisch [Stokes, 1993b]. Im VergleiclM@A verursachen
SSRI weniger haufig ein Koma und fihren seltener zur Intensivpglaitider intoxikierten
Patienten [Whyte et al., 2003]. Im Falle einer Intoxikation kanzugs Serotoninsyndrom
kommen. Dieses ist durch Hyperthermie, Ubelkeit, Erbrechen, Yfémait, Unruhe, Tremor,
Myoklonus und eventuell Krampfe gekennzeichnet. Auch Hypericumprapatdibea die
Serotoninkonzentration. Daher kann es bei einer Kombination von Hypericumpeapamnd
SSRI zu einer Addition der serotinergen Effekte kommen.

Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen der WirksamieiSSRI und TCA bei
einer besseren Vertraglichkeit der SSRI [Finley, 1994; MontgoneeryKasper, 1995;
MacGillivray et al., 2003]. Hypericumextrakten zeigen bei leichtes mittelschweren
Depressionen die gleiche Wirksamkeit wie SSRI [Brennerl.et2800; Schrader, 2000;
Behnke et al., 2002].

Hypericumextrakte sind in ihrer Wirksamkeit also durchaus vetgbair mit konventionellen
Antidepressiva. Zudem zeichnen sie sich durch eine sehr gutegliehkéit aus [Linde et

al., 1996]. Dies spiegelt sich in den Verschreibungen von Antidepresties, an denen

Hypericumpréaparate einen hohen Anteil haben [Fritze, 2003].

Eine wissenschaftliche Standardisierung erscheint daher winschienBvgéang wurden

Hypericumpréaparate lediglich anhand ihres Trockengewichtesertloshzwischen konnte
allerdings nachgewiesen werden, dal} die Wirksamkeit von Hypeuréparaten stark
variiert. Sie wird von verschiedenen Faktoren wie die Herkunft SEnen, genetischen
Faktoren und der Dingung mit Stickstoff bestimmt, die die Zusarsetzung von

Hypericumpréaparaten beeinflussen [Denke et al., 1999]. Die Bedeutungirdazinen

Inhaltsstoffe von Hypericum perforatum ist noch nicht vollstandigjdge Hypericin und

Hyperforin wurde in der Vergangenheit die antidepressive Hauptvgrles Johanniskrautes
zugeschrieben [Wagner et Bladt, 1994; Chatterjee et al., 1998a/b].was&erldsliche
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Fraktion des Johanniskrauts (HYPWS), die weder Hypericin noch Hypeenthalt, war
jedoch in tierexperimentellen Depressionsmodellen auch antidepreisksam [personlich

Kommunikation mit Dr. Chatterjee, Firma Schwabe, Karlsruhe].

Elektrophysiologische Untersuchungen lie3en ebenfalls vermuten, dBBVBYheuroaktive
Bestandteile enthélt. In der Elektrophysiologie gibt die Messung vBSRPEAufschluld tber
die synaptische Ubertragung. Eine PS-Messung gibt Hinweise aufntiigration eines
synaptischen Signals in einen neuronalen Output [Langosch et al., 1888wjrkungen von
Substanzen, die durch Interaktionen an Synapsen die neuronale Ubertrag&ngeghbdrkeit
modulieren, kbnnen so erfal3t werden.

In den bisherigen Untersuchungen konnte auf diese Weise eine exzbetdNsrkung von
Hypericum perforatum in der CA1 Region des Hippocampus nachgewiesdenjZhou,
Inaugural Dissertation, 1999]. Dies erscheint bemerkenswert,ngaseiche Wirkung bei
konventionellen Antidepressiva nicht bekannt ist. Einige von ihnen, wie zumspi8ei
Trimipramin, fihren sogar zu einer Verminderung der PS-Amplitudélin&y, 1984;
Langosch et al., 1998a]. Weder Hypericin, das Uberhaupt nicht exzitatavirksam war,
noch Hyperforin, das nur einen leichten exzitatorischen Effekt zelgienten diese
Hypericumwirkung erklaren [Zhou, Inaugural Dissertation, 1999].

Im Gegensatz hierzu zeigte HYPWS eine deutliche exziatogiWirkung [Zhou, Inaugural
Dissertation, 1999]. Somit erscheint es unwahrscheinlich, da3 Hypeufwditdypericin die
einzigen neuroaktiven Substanzen in Hypericumpraparaten sind. Um démabtranismus
von HYPWS nachzugehen und eventuell seine antidepressive Wirkung zurgrklérde es

in der vorliegenden Arbeit elektrophysiologisch naher untersucht.

HYPWS wurde im Niedrig-Magnesium-Modell der Epilepsie getefdieses Modell erlaubt
nicht nur Aussagen Uber die pro- oder antikonvulsive Wirksamkeit eiggarmates, sondern
auch (ber eine Modulation des “G8ystems [Walden et Speckmann, 1988; Aicardi et
Schwartzkroin, 1990] und Uber eine Beeinflussung von NMDA-Rezeptoren [Hetrah,
1985a; Pohl et al., 1992]. In dieser Studie erscheint vor allem die Modukkés C&-
Systems interessant, da bei affektiven Stérungen eine Bebingténg der intra- und
extrazellularen Kalziumhomoostase auftritt [Dubovsky, 1993; Bothetedll., 1994]. In den
Thrombozyten und Lymphozyten von Patienten mit bipolaren affektiven Stérurdge wine
Vermehrung von freien intrazellularen Kalziumionen festgesfedih Calker et al., 1993;
Dubovsky et al., 1994].
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Dies konnte erklaren, warum Kalziumkanalblockern wie Nimodipin, Nifedifditrendipin
und Verapamil sowohl in Tiermodellen fir Depression [Geoffroglet1988; Czyrak et al.,
1989] als auch in klinischen Fallstudien [Dubovsky, 1993; Walden et al., 1€68]
antidepressive Wirkung nachgewiesen werden konnte. Auch viele Substalieenur
Behandlung von affektiven Stérungen eingesetzt werden, zeigen eingvkatzdulierende
Wirkung, die wahrscheinlich zu ihrer therapeutischen Wirksamkeitdlgei[Langosch et
Walden, 1998]. Carbamazepin und Lamotrigin, die unter anderem zur Behabgiotager
affektiver Stérungen eingesetzt werden [Okuma, 1983; Post et al., 198Rr/¢a al., 1996;
Erfurth et al., 1998], wirken durch die Blockade spannungsabhangigerui&kmale
kalziumantagonistisch [Walden et al., 1992; Walden et al., 1993; von Wegeaky 1997].
Lithium beeinflul3t viele kalziumabhangige Prozesse [Metzler, 1986]ve8starkt es die
membrangebundene Kalziumpumpe [Metzler, 1990], hemmt die Inositol-Monophasphata
nicht-kompetitiv [Fauroux et al., 1999] und reduziert die inibitorischkiig von 5-HT auf
die Adenylatcyclase [Mork et al, 1989]. TCA und Trimipramin wirken
kalziumantagonistisch, indem sie die*-#timulierte C&*-Aufnahme in Synaptosomen
hemmen [Beauchamp et al., 1992; Aronstam et al., 1985], Imipramin, indemTgp-
Kalziumkandale blockiert [Choi et al.,, 1992]. Trimipramin wurde hsrém Niedrig-
Magnesium-Modell getestet und flhrte zu einer Verminderung d&afe- Ein additiver
Effekt zeigte sich bei der gleichzeitigen Gabe einer untemtigen Konzentration des
Kalziumkanalblockers Verapamil, nicht aber bei einer untersclgeelliKonzentration des
NMDA-Antagonisten APV. Daraus wurde eine antagonistische Wirkworg Trimipramin
auf L-Typ-Kalziumkanale gefolgert [Langosch et al.,, 1998a]. Manmitinan, dal3 die
kalziumantagonistische Wirkung eine bedeutende Rolle bei der aesdemn Wirksamkeit
der TCA spielt [Dubovsky, 1993].

HYPWS 10° g/l zeigte im Niedrig-Magnesium-Modell eine leichte Erhthdegfp-Rate, die
statistisch nicht relevant war. Daraus a3t sich folgern, d=d3 weder eine
kalziumantagonistische noch eine NMDA-antagonistische Potenztb&site Beeinflussung
der C&'-Homoostase als Grundlage seiner antidepressiven Wirkung ersaottesfier

unwahrscheinlich. Es unterscheidet sich damit von den herkdmmlichen pgyesdiva und
unterstreicht die Theorie eines alternativen antidepressiven Wirkmsghss.

Es kann somit keine antikonvulsive Wirkung angenommen werden. Es schéaggemtelil

eher eine Zunahme der Feuerungsfrequenz in unserem Modell zkdrevsie ist mit den

bekannten exzitatorischen Eigenschaften vereinbar [Zhou, Inauguserfaiton, 1999]. Eine
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maogliche Erklarung fir die Frequenzzunahme kénnte eine agonistischeng/iauf L-Typ-
Kalziumkanale oder auf NMDA-Rezeptoren sein. Beides konnte nichitiggsverden: Die
gemeinsame Gabe von HYPWS und dem organischen Kalziumkanalblockgaxerzeigte
keinerlei Effekt auf die exzitatorische HYPWS-Wirkung [Zhou Inaagxissertation, 1999].
Auch die gemeinsame Gabe von Hypericum und dem NMDA-Antagonisinh Konnte
keine Blockierung der Exzitation herbeiftihren [Zhou, Inaugural Dissertation, 1999].

Ob die beobachtete Frequenzzunahme einer tatsachlichen prokonvulsiven Wirtsprght,
l&aRt sich daraus nicht folgern. Eine Senkung der Krampfschvgelids Nebenwirkung von
Hypericumpréparaten bislang nicht beschrieben worden. Dieserrebgerede Effekt konnte
eine der Ursachen fir die — im Gegensatz zu anderen Antidepredelkende Sedation im
Nebenwirkungsspektrum von Hypericumpréaparaten sein. In einer Studigerdiehiedene
Nebenwirkungen von Hypericum und Amitriptylin verglich, wurde nachgesmieslal? es
unter einer Hypericum-Therapie zu keiner Akitvitatssenkung, unterr ehnatriptylin-
Therapie aber zu einer statistsch signifikanten Sedation dggefesnen kam [Siepmann et
al., 2002].

Des weiteren wurden die Auswirkungen von HYPWS auf die Langzeitpieteing (LTP)
untersucht. LTP ist Ausdruck einer veranderten synaptischen Rédstizd einer gesteigerten
synaptischen Wirksamkeit, die der Stimulation einer Synapse emgm bestimmten
Stimulationsmuster folgt [Dobrunz et Stevens, 1997]. Die Vermitthorg LTP erfolgt vor
allem Uber NMDA-Rezeptoren [Katagiri et al., 2001; Malenkal.et1893]. Das Testen von
Substanzen mit LTP laf3t daher unter anderem Aussagen Uber deff® EiexflTestsubstanz
auf NMDA-Rezeptoren zu. LTP ist zudem ein weit verbreitetes Umdpdiertes Modell fur
Lernen und Gedachtnis [Bliss et Collingridge, 1993]. Die synamidelastizitat scheint
aulRerdem bei epileptogenen Mechanismen [Birnstiel et Haas, 199ll, W@99; Nayak et
Browning, 1999]sowie bei der Entstehung und dem Verlauf von affektiven Stérungen [Post
1992; Post et Weiss, 1996; Calabrese et al., 1998] wichtig zu sein.

Imipramin, Desipramin und Amitriptylin haben einen inhibitorischerfel&f auf LTP
[Reynolds et Miller, 1988; Sernagor et al., 1989; Watanabe et al.,. 19i@3]spiegelt sich in
einer durch diese Substanzen verursachten Einschrankung der Get#stung wider:
Amitriptylin und Imipramin fuhrten in einer tierexperimentellenude zu statistisch
signifikanten Gedachtniseinschrankungen [Kumar et al., 1996]. Eine Mirgleden

Gedachtnisleistung, die direkt auf eine Therapie mit TCA zurtékzeh ist, scheint bei
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Patienten mit vorbestehender organischer Gehirnschadigung vermehttedafz[Cole et al.,
1983]. Trimipramin zeigt einen inhibitorischen Effekt auf LTP [Larudpost Walden, 2002]
und fuhrt zu leichten Gedachtniseinschrdnkungen [Danion et al., 1990]. iBaeriwolte
Elektrokrampftherapie bewirkt ebenfalls eine LTP-Verminderung einé Einschrankung
des Lernvermdgens [Stewart et Reid, 2000]. Fluoxetin fuhrt zu €gr@ninderung von LTP
im Gyrus dentatus von Ratten nach einer vierzehntagigen Behasdihwey [Stewart et Reid,
2000]. In den meisten Studien konnte Fluoxetin allerdings keine Beditntndng der
kognitiven Funktionen nachgewiesen werden [Levkovitz et al., 2002; StetvBeid, 2000;
Kumar et al., 1996]. Allerdings traten bei der Behandlung eines Jugfeerlmit Fluoxetin
statistisch signifikante und nach Absetzen des Fluoxetins reversibiderungen der

Gedéachtnisleistung auf [Bangs et al., 1994].

Der Einflu3 von Hypericum perforatum selbst wie auch von seinen Komsneélypericin
und Hyperforin auf LTP wurde bereits gepruft. Es konnten keine signiik Auswirkungen
festgestellt werden [Zhou, Inaugural Dissertation, 1999].

HYPWS 10° g/l zeigte im Vergleich zur Kontrolle eine leichte Verktirg der LTP bei der
PS-Potenzierung und eine leichte Verminderung der LTP bei dePHPBf&nzierung. Beide
Auswirkungen waren statistisch nicht signifikant. Es kann also keine ddre NMDA-
Rezeptor vermittelte Komponente der gefundenen Exzitation von PS und fEPSP angenomm
werden, sowie eine antagonistische Wirkung auf den NMDA-Rezepisgeschlossen
werden. Diese Folgerungen decken sich mit den ErgebnissehlfWS-Versuche im
Niedrig-Magnesium-Modell, die einen  Antagonismus fir NMDA-Rezeptore
unwahrscheinlich erscheinen lieBen. Sie unterstitzen aul3erdem debniEsg der
Kombinationsversuche von Hypericum mit APV. Diese lie3en keinen stggmfien Einflul3
auf NMDA-Rezeptoren als Ursache der exzitatorischen HypericurkeMbrvermuten [Zhou,
Inaugural Dissertation, 1999].

Die leichte Erhdhung der LTP bei der PS-Potenzierung l&3t sittbicie mit der von uns
nachgewiesenen agonistischen Wirkung von HYPWS auf AMPA-Rezeptokdirea.
AMPA-Rezeptoren spielen bei der LTP-Entstehung eine Rolle, auan diese nicht so
bedeutend ist wie die Rolle der NMDA-Rezeptoren. Dies wirde zunderleichten,
statistisch nicht signifikanten Erhohung der PS-Potenzierung durchM$Ypassen. Eine
andere mdogliche Erklarung kénnte ein noch nicht vollstandig abgeschlosseneopdesatal
shift“ in den Gehirnen der noch jungen Meerschweinchen seindiBgem ,developmental

shift* handelt es sich um eine Verschiebung der tragenden Roll& TP von AMPA-
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Rezeptoren im neonatalen Gehirn zu NMDA-Rezeptoren im adulten Géhasshans et al.,
2002]. So kénnte den AMPA-Rezeptoren in den Gehirnen der Versuchstierawduradch
eine gewisse, wenn auch kleine Rolle in der LTP-Entstehung zukonineser Einflul3
koénnte durch die AMPA-agonistische Wirkung von HYPWS verstarkt werden.

Die Frage, welche unterschiedliche Bedeutung der PS- beziehusgd®BiSP-Potenzierung
bei den LTP-Versuchen zukommt, ist nicht geklart. Eine Deutunggdgensatzlichen
Ergebnisse erscheint deshalb schwierig. Da aber beide Auswirkwstgastisch nicht

signifikant sind, kénnten sie zufalligen Abweichungen entsprechen.

Es bleibt aber zu beachten, daf? in der Versuchsanordnung eine Anpespuliegang des
elektrischen Stimulus vorgenommen wurde. Die exzitatorische HYRISing wurde
durch Verkleinerung des elektrischen Stimulus ausgeglichen, so dal3giktudle unter
HYPWS-Gabe der Ausgangsamplitude entsprach. Ohne diese Reguli€itiagHYPWS
maoglicherweise eine signifikant verstarkende Wirkung auf LTP igezéa das allgemeine
Niveau erhoht gewesen ware. Mit der Anpassungsregulierung wurdergastellt, dal3
eventuelle Auswirkungen auf LTP tatsachlich auf einer Beeinfhgssles NMDA-Rezeptors
beruhen. Da wir uns die Aufklarung des exzitatorischen Wirkmechasison HYPWS zum
Ziel gesetzt hatten, war der Nachweis einer NMDA-agonistisc oder NMDA-
antagonistischen Wirkung fur uns entscheidender als der NachweisL&ine/erstarkung
durch HYPWS.

Die Bedeutung einer Verstarkung von LTP ist nicht bekannt. Dadl3 ®odell fir Lernen
und Gedachtnis anerkannt ist, kdnnte man bei Substanzen, die zu ein¥ielst@&@kung
fuhren, einen nootropen Effekt vermuten. So wurde eine Verstarkung von LTE- be
Aminopyridin festgestellt [Lee et al., 1986]. 4-Aminopyridin erhdht Haszzeitgedachtnis
von alten Ratten [Barnes et al., 1989], verstarkt das Lernvermégen &oseN [Vanover et
Barrett, 1998] und zeigt im Vergleich zu Piracetam eine stark@mnestische Wirkung
[Andreani et al., 2000]. Die LTP-Verstarkung durch 4-Aminopyridin liggh sauf einen
erhohten CZ&-Einstrom zuriickfiihren [Lee et al., 1986]. Dieser Mechanismus ensdbeii
HYPWS auf Grund der Ergebnisse in den Niedrig-Magnesium-Versugheahrscheinlich.
Hypericumpréparate scheinen allerdings dennoch eine nootrope Whekisaaa haben. In
tierexperimentellen Untersuchungen zeigte es nootrope Eigenschigfftalifa, 2001, Klusa
et al., 2001], die mit der Wirkung von Piracetam vergleichbar wifemar et al., 2002,
Kumar et al., 2000]. Nach einer langfristigen Therapie von RatteRypericum perforatum

zeigte sich eine Verbesserung von Lern- und Gedéachtnisleistungemitdener erhéhten
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Monoaminkonzentration in verschiedenen Hirnregionen korrelierte [WidgKigwicz et al.,
2002]. Bei gesunden Testpersonen konnte nach Gabe von Hypericum perfotatdimgal
kein nootroper Effekt nachgewiesen werden [Ellis et al., 2001]. Daseteri von kognitiven
Stérungen unter HYPWS-Gabe ist jedenfalls nach der Interpretdigser Ergebnisse als
unwahrscheinlich zu bewerten. Vielmehr erscheint es maéglich, dpBridympraparate vor
allem bei Patienten mit vorbestehenden kognitiven Stérungen eine nodYioksamkeit

zeigen.

Die exzitatorische Wirksamkeit von HYPWS ist fur ein Antideprasm sehr ungewdhnlich.
Um den Wirkmechanismus dieser Exzitation zu entschlisseln, wulideKesnbination mit
mehreren Antagonisten getestet. Einer der moglichen Angriffspunk&ufistanzen, die eine
Exzitation im Hippocampus bewirken, ist die agonistische Wirkung ara@hattezeptoren
auf der postsynaptischen Seite des synaptischen Spaltes [Gaddjengt al., 1983]. Daher
wurde eine mogliche agonistische Wirkung von HYPWS an den unterschexdlT'ypen von
Glutamatrezeptoren untersucht.

Die Vermittlung der Exzitation durch einen NMDA-Agonismus von HYPWSchien nach
den Ergebnissen der LTP- und der Niedrig-Magnesium-Versuche husohainlich. Die
Kombinationsversuche von Hypericum mit den NMDA-Antagonisten APV und 8dK-
lieBen ebenfalls keinen Agonismus von Hypericum perforatum mitDANNRezeptoren
vermuten [Zhou, Inaugural Dissertation, 19998 HYPWS fiur die exzitatorische Wirkung
von Hypericum perforatum verantwortlich zu sein scheint, ist sonth &eine Inhibition
seiner exzitatorischen Wirkung durch eine Kombination mit APV dier801 zu erwarten.
In Kombinationsversuche von HYPWS mit dem metabotropen Glutamateaeiatgonisten
MCPG wurde ebenfalls keine Inhibition der exzitatorischen WirkungW6RWS gefunden
[Langosch et al., 2002].

Der AMPA-Antagonist CNQX hingegen konnte den exzitatorischen Effekt HYPWS
komplett inhibieren. Es erscheint also wahrscheinlich, dal3 die Eeaitédber AMPA-
Rezeptoren vermittelt wird. AMPA-Rezeptoren kdnnen Uber Proteinkinasaouliert
werden. Eine Aktivierung der Proteinkinase C kann zu einer erhohterti@éit des AMPA-
Rezeptors fur Glutamat fihren [Wang et al., 1991]. Allerdings werdese dKinasen
nachweislich von Hypericumextrakten geblockt [Cott, 1997; Cott et Fugmdde 1998], so
dal3 dieser Mechanismus unwahrscheinlich erscheint. Die SensitdegdAMPA-Rezeptors
kann aber auch durch die Kalzium/Kalmodulin-abhéngige Proteinkinase éigggttverden
[McGlade-McCulloh et al., 1993]. Eine andere Mdglichkeit der Modulatioriebhesn der
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Bindung von Proteinen wie NSF, AFB, GRIP und PICK1 an die GLU(A2ktémheit des
AMPA-Rezeptors [Collingridge et Isaac, 2003]. Bislang gibjeel®ch noch keine Hinweise
darauf, dal3 Hypericum die Proteinkinase Il moduliert oder einenuBirdlf die Expression
dieser Proteine hat. Die Modulationsweise ist somit noch nicht nacsgn, jedoch

erscheint eine Modulation Uber intrinsische Aktivitaten wahrscheinlich.

Eine agonistische Wirkung auf AMPA-Rezeptoren durch andere Anticmest bislang
nicht bekannt. Eine chronische Therapie mit Desipramin beziehungskRaisgetin flhrte
allerdings zu einer erhohten Membranexpression von AMPA-Rezeptdaatirjez-Turrillas
et al, 2002]. Die AMPA-Rezeptor potenzierende Substanz LY392098 hatte in
tierexperimentellen Depressionsmodellen eine antidepressive Wirkis@innlet al., 2001]. In
einer unterschwelligen Dosierung bewirkte LY392098 im forciertewfomtest mit Ratten
eine Potenzierung der antidepressiven Wirksamkeit von SSRI, SINFA, und Rolipam.
Umgekehrt potenzierten auch unterschwellige Dosen der tradition&hédepressiva die
antidepressive Wirksamkeit von LY392098 [Li et al., 2003]. Die AMPA-agmuhe
Wirkung von HYPWS konnte also dessen antidepressive Wirksamkeit erklZuelem
kénnte es in Kombination mit traditionellen Antidepressiva deren anédsipe Wirksamkeit
potenzieren, vielleicht auch zu einem friheren Wirkungseintritt der Antidegadgsiren.
Hyperforin steigert die Glutamat-Konzentration zusatzlich efdar et al., 1999]. Eine
maogliche Erklarung konnte ein verminderter Abbau von Glutamat Blyipericum hemmt
die stref3-induzierten Glutamatdecarboxylase und somit die Umwandamgslutamat zu
GABA [Butterweck et al., 2001]. Im Gesamtextrakt konnte also diboliing der
Glutamatkonzentration durch Hyperforin die AMPA-agonistische Wirkung vofiP\MS

verstarken und so dessen antidepressive Wirksamkeit potenzieren.

Eine Exzitation kann durch inhibitorische Interneurone moduliert werden.witigste
inhibitorische Neurotransmitter im ZNS ist GABA. Die GABA-#ptoren lassen sich in drei
Hauptgruppen unterteilen: GABA GABAg- und GABA-Rezeptoren. Im Hippocampus
scheinen jedoch nur GABA und GABAs-Rezeptoren eine Rolle zu spielen [Chebib et
Johnston, 1999]. GABARezeptoren sind ligandengesteuerte Rezeptoren, die vor allem auf
der postsynaptischen Seite des synaptischen Spaltes gefunden \@Gk&#-Rezeptoren
hingegen sind an G-Proteine gebunden und finden sich sowohl auf der postsyaaptis

auch auf der prasynaptischen Seite. Eine Aktivierung des prasghegti GABA-Rezeptors

bewirkt eine verminderte Neurotransmitter-Freisetzung aus der Nervgoegdi
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Die exzitatorische Wirkung einer Substanz kann durch einen agonistiggh#éul® auf
erregende Rezeptorsysteme und durch einen antagonistischen Einflufhiaubrische
Rezeptorsysteme zustande kommen. Um einen antagonistischen Einfluf R@vS-auf das
inhibitorische GABA-System zu dberprufen, wurde HYPWS in Kombinatioit m
Schwellenkonzentrationen von GABA-Antagonisten gegeben. Eine Potenziateng
exzitatorischen HYPWS-Wirkung durch GABA-Antagonisten a3t aufie eiGABA-
antagonistische Wirksamkeit von HYPWS schliel3en.

Die HYPWS-Exzitation konnte durch die gleichzeitige Gabe von GA®wagonisten
vergroRRert werden. Die Kombination von HYPWS mit dem GAB¥atagonisten Bicucullin
fuhrte zu einer leichten Erh6hung der exzitatorischen Wirkung von HYFPYW3e war
statisch nicht signifikant. Die Gabe von HYPWS mit dem GAB¥tagonisten Phaclofen
erhohte die HYPWS-Exzitation hingegen signifikant. Somit kann angenonaresden, dafd
HYPWS vor allem auf GABA-Rezeptoren antagonistisch wirkt. Eine inhibitorische Wirkung
auf GABA-Rezeptoren wurde fir Hypericumextrakte bereits bedwim [Cott, 1997]. Es
konnte eine moderate Affinitat zu GARAund GABAs-Rezeptoren nachgewiesen werden
[Cott, 1997] Die antagonistische Wirkung von HYPWS auf GABA-Rezeptoren kdnnte die
Ursache der Up-Regulierung von GABA-Rezeptoren [Muruganandam.,e2Qdl0] unter
Hypericum-Gabe sein. Es ist vorstellbar, dal3 eine Anpassungereakif die HYPWS-
vermittelte GABA-Blockade diese Rezeptor-Up-Regulierung hemitorrAuch andere
Antidepressiva fuhren zu einer Up-Regulierung von GABA-Rezeptoren,all®em von
GABAg-Rezeptoren. Antidepressiva aller Gruppen unterdriicken die Aktivitat von
prasynaptischen 5-HiRezeptoren an GABA-Neuronen und fihren so zu einer Reduktion der
GABA-Freisetzung. Die Abschwachung der GABA-vermittelten Maansmission fuhrt zur
Vermehrung der GABA-Rezeptoren [Nakawaga et Ishima, 2003]. Die klinische Bedeutung
einer Up-Regulierung von GABARezeptoren ist noch unbekannt.

Eine Inhibition des prasynaptischen GABRezeptors fuhrt zu einer vermehrten Freisetzung
von Neurotransmittern. Somit wird unter anderem auch Glutamat \r&igesetzt. Dies
kénnte die AMPA-agonistischen Wirksamkeit verstarken und eine wdttddarung fur die
erhohte Glutamatkonzentration nach Hypericum-Gabe sein. Die unteloféhaGabe
beobachtete signifikante Verstarkung der HYPWS-Exzitation kbnntelatsb die Erhéhung
der Glutamt-Konzentration bedingt sein. Um diese Hypothese zu Uberpvifde HYPWS

mit CNQX und Phaclofen gegeben. Der beobachtete Effekt unter PhaGaben konnte
durch Beimischung von CNQX komplett inhibiert werden. Es erschesntwa&hrscheinlich,
daR HYPWS den exzitatorischen Effekt Uber eine Aktivierung von ANRRAeptoren
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bewirkt, die durch eine erhdhte Glutamat-Konzentration verstarkt wiig. erhohte
Glutamatkonzentration wird durch eine Blockade von GABYezeptoren erreicht. Dieser
Wirkmechanismus konnte auch die antidepressive Wirkung von HYPWS erklaren.

Ethanol wirkt ebenfalls auf diese beiden Rezeptorsyteme, wobealleslings eine
entgegengesetzte Wirkung zeigt: es wirkt agonistisch aufAsRBzeptoren und hemmt die
AMPA-Feuerungsrate im Locus coeruleus [Frohlich et al., 1994s Ronnte vielleicht eine
Erklarung dafiur sein, dal3 Hypericumpraparate den Alkoholkonsum inudhens mit
genmanipulierten, alkohol-bevorzugenden Ratten signifikant vermindern [Reevaaii,
1999; De Vry et al., 1999]. Der Blutalkoholspiegel wird von Hypericumprégaratcht
beeinflult. Daher erscheint es unwahrscheinlich, daf® der vermindkdieoAdonsum durch
Hypericumpréaparate tUber Verdnderungen der Ethanol-Pharamkokinetik gegnfen wird
[Perfumi et al., 1999]. Ein GABA-agonistischer EinfluR@ von Hypericuals
Wirkmechanismus des verminderten Alkoholkonsums konnte ausgeschlossen werden
[Perfumi et al., 2002]. Es ware also vorstellbar, dal3 Hypericum@at&paturch die
entgegengestzte Wirkung von HYPWS auf AMPA- und GABA-RezeptoreWiiaing von
Ethanol aufheben und so den Alkoholkonsum unattraktiv machen. Wahrscheinliah ifihre
Gesamtextrakt noch andere Wirkmechanismen zu einer Hemmung IkigsolRkonsums.
Denn auch Hyperforin, welches in HYPWS nicht enthalten ist, bewinkineverminderten
Alkoholkonsum [Perfumi et al., 2001]. Die Alkoholkonsum-hemmende Eigenschaft von
Hypericumpréparaten konnte bei der Behandlung von Alkoholismus von NutzenDsei
Alkoholabhéngigkeit und Depression haufig kombiniert auftreten, isvoestellbar, daf3
Hypericumpraparate fur diesen Patientenkreis eine sehr ieffeBehandlung darstellen.
Umgekehrt kdnnte Alkoholgenuld wahrend einer Therapie mit Hyperiépamaten die
antidepressive Wirksamkeit abschwachen. Studien zu dieser ethgestiegen derzeit nicht
vor. Es ist zu erwédgen, Patienten auf diese mdgliche Interaktion hisamwend von der
Zufuhr grolierer Alkoholmengen wahrend der Therapie mit Johanniskrautigipa

abzuraten.

Die inhibitorische Wirksamkeit von HYPWS auf den GABRezeptor hat nicht nur eine
vermehrte Freisetzung von Glutamat, sondern auch eine vermehrte 6&B&tzung zur
Folge. Diese indirekte GABAerge Wirkung von HYPWS kénnte zu seinedepressiven
Wirkung beitragen. Denn sowohl das GABAerg wirksame Mittel Fengfbayd et al.,
1987; Aley et al., 1988; Nielsen et al., 1990] als auch die GABA-aggxlistvirksamen
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Benzodiazepine [Petty et al.,, 1995b] entfalten eine antidepressivauyir Die Plasma-
GABA-Spiegel sind bei Patienten mit bipolaren affektiven Storungeiedngt [Petty et al.,
1981; Bjork et al.,, 2001]. Die Plasma-GABA-Spiegel sind unabhangig vomsdtien

Zustand der Patienten. Daher wurden niedrige Plasma-GABA-Spagebiologischer
Marker fur Gemdutskrankheiten diskutiert [Petty et al., 1990; Pattgl 1995a]. Weitere
Untersuchungen haben ergeben, dal? der GABA-Plasma-Spiegel geregidadrt ist [Petty
et al., 1999, Bjork et al., 2001]. Das GABA-System scheint also von gBetkrutung bei
bipolaren affektiven Stoérungen. Allerdings erscheint es unwahrscleinti@? der
GABAergen HYPWS-Wirkung eine tragende Rolle in der antidepressVekung von

HYPWS zuféllt. Denn zum einen bewirkt HYPWS zwar eine verteeGABA-Freisetzung,
auf der anderen Seite wirkt es jedoch hemmend auf die postsyhaptiGABA-Rezeptoren.
Dabei ist die Hemmung der GABARezeptor signifikant und die Hemmung der GABRA
Rezeptor etwas schwacher ausgepréagt. Es ist anzunehmen, dal} HgRW3war zu einer
erhohten GABA-Konzentration im synaptischen Spalt fuhrt, diese aberimuginer

abgeschwachten GABAergen Wirkung resultiert. Dies kommt auch in irdgresamt

exzitatorischen Wirkung von HYPWS zum Ausdruck.

Die Inhibition des GABA-Rezeptors durch HYPWS konnte auf3erdem die nootrope
Wirksamkeit von Hypericumpraparaten erklaren. Der GAB¥ezeptor scheint bei den
kognitiven Funktionen Wiedererkennen und Gedachtnis eine Rolle zu spielarenaler
GABAGg-Rezeptor-Agonist Baclofen die Gedachtnisleistung minderte, katernteGABAg-
Rezeptor-Antagonisten CGP 35348 dieses Defizit auftheben [Pitsilehs 2003]. So konnte

die nootrope Wirksamkeit von Hypericumpraparaten [Khalifa, 2001; Kumar et al., 2002] ohne
Beeinflussung des GaSystems und des NMDA-Rezeptors erklart werden. Der
Wirkmechanismus kénnte auch begriinden, warum bei gesunden Testpersonen keinrnootrope
Effekt nachgewiesen werden konnte [Ellis et al., 2001]. Er untefstréielmehr die These,

dal3 Hypericumpraparate vor allem bei Patienten mit vorbestehdminitiven Stérungen

eine nootrope Wirkung zeigen kénnten.

Die exzitatorische Wirkung des Hypericumextraktes ist al@hrscheinlich auf dessen
wasserloslichen Fraktion HYPWS zurtickzufiihren. Der exzitatoridthlenechanismus laf3t
sich nach diesen Ergebnissen mit einer agonistischen Wirkung aufAAPeptoren
erklaren, die durch eine erhdhte Glutamatkonzentration verstarkt BiedErhéhung der

Glutamatkonzentration ist auf eine Blockierung von GABRezeptoren zurtckzufihren.
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Dieser Mechanismus bietet auch eine mdgliche Erklarung fur rdiehgewiesene
antidepressive Wirksamkeit von HYPWS und kénnte die hemmende HypeWitkung auf

den Alkoholkonsum erklaren. Die antagonistische Wirkung auf den GAB#¥eptor kbnnte
aulBerdem die nootrope Wirksamkeit von Hypericumpraparaten begrinden sawie di

antidepressive Wirkung durch eine indirekte GABAerge Komponente unterstitzen.

Hypericin und Hyperforin sind somit nicht die einzigen neuroaktiBastandteile des
Hypericumextraktes. Die wasserloslichen Bestandteile geerfitumextraktes sollten daher
bei der Standardisierung von Hypericumpraparaten berlcksichtigiemelEine néhere
Untersuchungen der einzelnen Bestandteile von HYPWS ware winssadré und wirde
eine exaktere Standardisierung von Hypericumpréparaten erlaubes. Konnte eine
festgelegte Zusammensetzung der Praparate ermoglichen und demPRraparaten eine
konstantere Wirksamkeit verleihen. Die Dosierung von Hypericumpatgmaware dadurch
verlailicher moglich. Bei der Synthetisierung von Hypericumpedparkdonnte bei genauer
Kenntnis der Wirksamkeit der einzelnen Bestandteile versucht weardewje antidepressiv
wirksamen Bestandteile zu nutzen und andere, nicht-antidepressiv werlshaftsstoffe zu
eliminieren. Dadurch koénnten mdoglicherweise Nebenwirkungen und Intamakti mit

anderen Substanzen vermindert werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Eine wasserlosliche Fraktion von Hypericum perforatum (HYPWS)wdider Hypericin
noch Hyperforin enthéalt, zeigte exzitatorische Eigenschaften wamdnatierexperimentellen
Depressionsmodellen antidepressiv wirksam. Die eletrophysiolegisintersuchung des
Wirkmechanismus von HYPWS und sein Verhalten im Niedrig-Magnesium-Modell soivie
LTP sind Inhalt dieser Arbeit. Die Untersuchungen wurden an hippocampal

Gewebsschnitten von Meerschweinchen vorgenommen.

Im Niedrig-Magnesium-Modell fuhrte HYPWS zu einer nicht sidwaifiten Erhohung der
Feuerungsrate. Die eher erregende Wirkung von HYPWS im Nibthgnesium-Modell
paldt zu der nachgewiesenen exzitatorischen HYPWS-Wirkung.

Auch auf LTP hatte HYPWS keinen signifikanten EinfluR. Allerdings deureine
Anpassungsregulierung im Versuchsablauf vorgenommen, ohne die eventuell eine
signifikante LTP-Erhohung zu beobachten gewesen wére. Dies wademmachgewiesenen
nootropen Wirkung von Hypericumpraparaten vereinbar.

Durch Kombinationsversuche mit Antagonisten konnte die Ursache déatexachen
Wirkung von HYPWS geklart werden. Die exzitatorische HYPWSKWg wurde durch den
AMPA-Rezeptor-Antagonisten CNQX komplett aufgehoben. Der GAR&zeptor-
Antagonist fuhrte zu einer leichten, statistsch nicht signifikantéerstarkung der
exzitatorischen HYPWS-Wirkung. Der GABARezeptor-Antagonist Phaclofen bewirkte
hingegen eine signifikante Verstarkung. Dieser Effekt konnte durcl@>CN komplett
inhibiert werden. Daraus laf3t sich folgern, dal} die Exzitation dumoé @&gonistische
Wirkung auf AMPA-Rezeptoren erzeugt und durch eine erhdhte Glkanzntration im
synaptischen Spalt verstarkt wird. Die erhthte Glutamatkonzentraticsh durch die
Blockierung der GABA-Rezeptoren erreicht. Dieser Mechanismus erklart nicht nur die
Exzitation, sondern kann auch die antidepressive Wirkung von HYPWS erklaien. D
antidepressive Wirkung wird wahrscheinlich durch ein indirekte GaAMgA Komponente

unterstutzt.
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