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1. Einleitung

1.1 Morbus Parkinson

1.1.1 Grundlagen

Die nach seinem Erstbeschreiber James Parkinson (1755-1824) benannte Erkrankung mit der Trias
Rigor, Tremor, Akinese hat als mikroskopisch-morphologisches Korrelat die Degeneration
dopaminerger Neurone in der pars compacta der Substantia nigra (Betarbet et al., 2002). Im
fortgeschrittenen Krankheitsstadium treten auch kognitive Defizite und psychiatrische Storungen auf.
Der Morbus Parkinson - auch idiopathisches Parkinsonsyndrom (IPS) genannt - ist die
zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung des fortgeschrittenen Lebensalters, sie kommt in allen
ethnischen Bevolkerungsgruppen mit einer leichten Geschlechtspraferenz (Manner:Frauen=1,5-2:1)
vor. Die Pravalenz ist altersabhangig mit einem exponentiellem Anstieg ab dem 65. Lebensjahr, so
dass sie bei den Uber 65-jahrigen bei ca. 3 % liegt, wahrend sie bei der Gesamtbevolkerung lediglich
0,3 % betragt. In Europa und Nordamerika ist die Pravalenz etwas héher als in China, Japan und
Afrika (Moghal et al., 1994: Zhang & Roman, 1993; zur Ubersicht, siehe Lang & Lozano, 1998a).

Die Therapie kann in drei Kategorien eingeteilt werden: die symptomatische, die neuroprotektive und
die invasiv-restaurative Therapie. Die zur Zeit am breitesten Anwendung findende symptomatische
Therapie umfasst die Pharmako- und Physiotherapie. Bei der Pharmakotherapie wird hauptsachlich
das Ungleichgewicht zwischen dopaminergen und cholinergen Neuronen ausgeglichen; zur
Anwendung kommen L-Dopa plus Decarboxylasehemmer, Dopamin-Agonisten, MAO-B-Hemmer,
Amantadin und Anticholinergika.

Die Neuroprotektion im Rahmen des IPS steckt noch in der Forschungsphase: Gegenstand der
Forschung sind hier vor allem die Antioxidantien Selegiline und alpha-Tocopherol (Vitamin
E)(Shoulsen et al., 1998) sowie das wahrscheinlich anti-exzitotoxisch, d.h. anti-glutamaterg wirkende
Riluzole (2-Amino-6-Trifluoromethoxy-Benzothiazol )(Barneoud et al., 1996; Benazzouz et al., 1995;
Bezard et al., 1998; Boireau et al., 2000, Martin et al., 1993; Maclver et al., 1996; Doble, 1999;
Estevez et al., 1995; Mary et al., 1995, Storch et al. 2000).

Bei den invasiv-restaurativen Therapieansatzen wird embryonales Mittelhirngewebe ins Striatum
transplantiert. Studien belegen die funktionell-effektive Integration des Transplantats (Dunnett &
Bjorklund, 1999; Hagall et al., 1999; Kordower et al., 1997; Lindvall et al., 1990; Olanow et al., 1996,
Piccini et al, 1999). Vom ethischen Standpunkt ist diese Therapieform jedoch problematisch (Boer,
1994; Hoffer & Olson, 1991). Eine Losungsmdglichkeit hierfir wéren die sogenannten

Progenitorzellen. Diese Vorlauferzellen, die im embryonalen und adulten Gehirn vorkommen,



entwickeln sich aus totipotenten Stammzellen (Gage, 2000; McKay, 1997; Vescovi & Snyder, 1999)
und sind im Gegensatz zu Stammzellen partiell determiniert, sich in bestimmte Zelltypen (wie z.B.
Neuronen oder Gliazellen) zu differenzieren (Gage, 2000; McKay, 1997). Storch et al. sind die in
vitro-Konvertierung fetaler mesenzephaler Stammzellen des Menschen in  Neuronen mit
dopaminergen Charakteristika, wie z.B. die Immunoreaktivitat fir die Tyrosin-Hydroxylase, bereits
gelungen (Storch et al. 2001). Aullerdem scheint die Generierung funktionell dopaminerger Neurone
fir die invasiv-restaurative Therapie aus embryonalen und neuralen Stammzellen sowie

Knochenmarkszellen méglich zu sein (Schwarz et al. 2006).

1.1.2 Neuropathologie und Pathobiochemie

Der Morbus Parkinson ist durch den progredienten Zelluntergang hauptséchlich dopaminerger,
neuromelaninhaltiger Neurone charakterisiert, welcher post mortem durch die Depigmentierung der
pars compacta der Substantia nigra ersichtlich ist. Mikroskopisch lassen sich in den verbleibenden
Neuronen die sogenannten Lewy-Kdrper, aus den Proteinen Ubiquitin und alpha-Synuclein
bestehende hyaline Einschlusskorperchen, nachweisen (zur genaueren Beschreibung beider
Proteine s. Kap. 1.3, zur Ubersicht s. Lang & Lozano, 1998a oder Spillantini et al. 1998).

Das nigrostriatale System ist fiir die Kontrolle der normalen motorischen Funktion essentiell und ihre
Degeneration flhrt zu einem striatalen Dopamindefizit, welcher fr die beschriebenen motorischen
Funktionsstorungen verantwortlich gemacht wird. Die Symptome werden erst manifest, wenn der
striatale  Dopamingehalt um 70-80 % reduziert ist, ein Phanomen, welches auf die
Kompensationsmechanismen der Neurone zurlckgefuhrt wird. Diese beinhalten die gesteigerte
Aktivitat von verbleibenden striatalen dopaminergen Neuronen und Veranderungen in der Dichte
bzw. Sensitivitat striataler Dopaminrezeptoren (Dunnett und Bjorklund, 1999).

Eine richtungsweisende Erkenntnis fur das Verstandnis der biochemischen Transmissionsketten
beim M. Parkinson war die Entdeckung, dass der Dopaminmangelzustand mit einer erhohten
Aktivitat der Outputkerne der Basalganglien, dem inneren Segment des Globus pallidus” und die
Pars reticulata der Substantia nigra (SnPr), welche beide durch das inhibitorisch wirkende GABA
versorgt werden, vergesellschaftet ist. Diese erhhte Aktivitat wird durch ein Ungleichgewicht erklart:
Dopamin hat entgegengesetzte Effekte auf D1- und D2-Rezeptoren: D1-Rezeptoren haben
hemmende, D2-Rezeptoren aktivierende Wirkung auf die Neuronen. An den direkt projizierenden
GABA-ergen Neuronen vom Striatum zum inneren Segment des Globus pallidus’ und zur Pars
reticulata der Substantia nigra dominieren D1-Rezeptoren, an den indirekt projizierenden GABA-

ergen Neuronen vom Striatum (ber das dussere Segment des Globus pallidus™ Uber den



subthalamischen Kern zum inneren Segment des Globus pallidus” dominieren die D2-Rezeptoren.
Beim Dopaminmangel wird eine Uberaktivitit des exzitierenden indirekten Pfades und eine
reduzierte Aktivitat des inhibitorischen direkten Pfades verursacht, es resultiert die bereits erwahnte
Uberaktivitdt des inneren Segments des Globus pallidus” sowie der Pars reticulata der Substantia
nigra, deren Outputs wiederum durch GABA vermittelt werden. Dieser verstarkte inhibitorische
Output wirkt an den Zielkerngebieten, den thalamischen und Hirnstamm-Kernen: Die exzessive
thalamische Hemmung flihrt zu einer Unterdriickung des kortikalen motorischen Systems,
resultierend in Akinesie, Rigiditat, Tremor, wohingegen die absteigenden Projektionsleitungen zu
den lokomotorischen Gebieten des Hirnstamms zu einem abnormalen Gang und Haltung beitragen
kénnen (Lang und Lozano 1998). Durch die fehlende inhibitorische Wirkung des Dopamins auf die
cholinergen Neurone im Striatum resultiert ein Uberwiegen cholinerger Neuronenaktivitét.

Dieses Modell ist jedoch unvollstandig und teilweise mangelhaft. Viele Projektionsbahnen und ihre
Bedeutung sind noch unklar (Lang AE und Lozano AM 1998).

1.1.3 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie und Pathogenese des IPS ist trotz intensiver Forschung in grossen Teilen immer noch
ungeklart. Einerseits wird die im weitesten Sinne toxinbedingte Genese des Zelluntergangs
erforscht, andererseits konnten genetische Mutationen bei Parkinsonerkrankten lokalisiert werden,
die wahrscheinlich zu einer gesteigerten Anfalligkeit der dopaminergen Neurone beitragt. Die bei
erstgradigen Verwandten Parkinsonerkrankter erhohte Lebenszeitwahrscheinlichkeit von ca. 17 %,
ebenfalls an M. Parkinson zu erkranken, untermauert diese Hypothese (Lazzarini et al. 1994).

In wenigen Familien, in denen der M. Parkinson nachweislich nach Mendelschen Gesetzen auftritt,
konnten verschiedene Genmutationen identifiziert (Polymeropoulos et al. 1996, 1997; Kriger et al.
1998; Kiada et al. 1998; Leroy et al. 1998; Chung KK et al. 2001), ihre Pathomechanismen jedoch
noch nicht hinreichend geklart werden (Spillantini et al. 1997; Mizuno Y et al. 2001; Marx et al.
2003). Es handelt sich jedoch um eine geringe Fallzahl, von einer alleinigen hereditaren Genese ist -
zumindest beim GrofRteil des gesamten Patientenguts - nicht auszugehen.

Vielmehr konzentrieren sich die Annahmen auf die Existenz mehrerer interagierender Risikogene,
welche maglicherweise zu einem pathologisch veranderten Metabolismus potentiell neurotoxischer
Substanzen wie z.B. putative Umwelttoxine fiihren (Wood N., 1997, Duvoisin RC., 1998).
Gegenstand von Studien, die sich mit solchen mdglichen Polymorphiegenen befassen, sind die
Monoaminooxidasen A und B, Apolipoprotein E, die Superoxid-Dismutase und die Katalase (fir die

Entgiftung des freien Radikals Superperoxid essentielle Enzyme), die Tyrosinhydroxylase, die N-



Acetyltransferase 2, die Debrisoquine-4-Hydroxylase (CYP2D6) - ein Enzym des fir die Entgiftung
bedeutenden Cytochrom P 450-Systems (Wood N., 1997) sowie die Dopaminrezeptor- und
Dopamintransportergene.

Die Forschungsanstrengungen um die toxinbedingte Genese wurde in den 80 er Jahren durch die
Entdeckung des durch 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP), bzw. seines aktiven
Metaboliten  1-Methyl-4-phenyl-pyridiniums  (MPP*)  verursachten  Parkinsonsyndroms  bei
Drogenabhangigen ausgeldst (s. Kap. 2.1). Als potentiell toxisch wirkende Substanzen werden
seither sowohl ubiquitare Umwelttoxine, freie Radikale als auch endogene Metaboliten erforscht.
Entsprechend der meisten derzeitigen Hypothesen scheinen die mitochondriale Dysfunktion und
Stérungen des oxidativen Metabolismus™ die wichtigsten Komponenten des Pathomechanismus” zu
sein: In verschiedenen dopaminergen und nicht-dopaminergen Hirnarealen sowie in Thrombozyten,
Muskelgewebe und Fibroblasten von Patienten mit IPS konnte eine reduzierte Aktivitat des
mitochondrialen Komplex | (NADH-Q-Reduktase) und des Alpha-Ketoglutarat-Dehydrogenase-
Komplexes nachgewiesen werden (Krige et al. 1992; Mizuno et al. 1989; Schapira et al. 1990;
Mizuno et al. 1994). Diese Storungen in der mitochondrialen Atmungskette fihren zu einer
verringerten ATP-Bereitstellung (Beal 1998), die dopaminerge Zellen fir endogene oder exogene
toxische Substanzen anfalliger machen kdnnte. Auf der anderen Seite mehren sich die Hinweise, die
die Hypothese des oxidativen Stresses (Fahn & Cohen, 1992) belegen: Der Abbau von Dopamin
uber die Monoaminooxidase bzw. die nichtenzymatische Autooxidation konnen zur Bildung
zelltoxischer Hydroxylradikale fuhren (Jenner und Olanow 1998). In postmortem-Studien konnte eine
Aktivitatsabnahme der protektiven Enzyme Glutathion-Peroxidase und Katalase (Lange et al. 1992;
Fahn und Cohen, 1992; Cadet und Brannock, 1998), eine Abnahme des antioxidativ wirkenden
reduzierten Glutathions (Fahn und Cohen, 1992; Cadet und Brannock, 1998), eine erhdhte
Lipidperoxidation (Dexter et al. 1989, 1994) sowie Veranderungen des Eisenmetabolismus” in der
Substantia nigra mit erhdhten Konzentrationen an Fe3+- lonen (Riederer et al. 1989) von Parkinson-
Patienten nachgewiesen werden (Marsden und Olanow 1998). Das Ungleichgewicht von
antioxidativen Mechanismen und Radikalbildung flihrt zu oxidativem Stre und damit zur
Schadigung wichtiger biologischer Molekile wie DNA, essentiellen zelluldren Proteinen und
Membranlipiden (Halliwell 1992). Die ,multifaktorielle Schwellentheorie® geht von einem
Zusammenwirken toxischer und erblicher Faktoren aus, wonach Patienten mit genetischer
Disposition besonders empfindlich auf toxische Faktoren wie freie Radikale oder Umwelttoxine sind.
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten diese Hypothese durch Nachweis des gehduften
Vorkommens bestimmter Allele in den Zytochrom-P450-Enzymen, welche flr den Abbau potentiell

neurotoxischer methylierter lonen verantwortlich sind, untermauern (Green et al. 1991).



1.2 Stand der Forschung

1.2.1 Toxizitat von MPTP bzw. MPP*

In den frihen 80 er Jahren traten bei Drogenabhangigen in Kalifornien akute, irreversible
parkinsonahnliche Symptome auf, die zu einer fundamentalen Entdeckung und fortan zur
Fokussierung vieler Studien auf endogene und exogene Substanzen als potentiell
parkinsonauslosende Mittel fuhrten: Die Symptomatik konnte auf die Kontamination der Drogen mit
1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) - einem Meperidinderivat, welches bei der
Morphinsynthese als Nebenprodukt entstehen kann - zuriickgefihrt werden (Davis et al. 1979,
Langston et al. 1983). 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) bewirkt bei Menschen
sowie Rhesus- und Eichhérnchen-Affen parkinsonahnliche Symptome, welche durch die selektive
Degeneration dopaminerger Neurone in der Substantia nigra mit eosinophilen Einschllssen
verursacht wird (Langston et al. 1984, Burns et al. 1983, Forno et al. 1986). Es wird angenommen,
dass der neurotoxische Effekt des MPTPs durch 1-Methyl-4-phenyl-pyridinium (MPP*), welches aus
MPTP durch extraneuronale Oxidation durch das Enzym Monoaminooxidase B in Gliazellen
entsteht, bewirkt wird (Heikkila et al. 1985, Gerlach et al. 1991). Die selektive Vulnerabilitat
dopaminerger Neurone gegentber MPTP soll durch die aktive Aufnahme von MPP* durch den DAT
zustande kommen (Javitch et al. 1984, 1985). Diese Hypothese konnte durch Studien an Mausen,
denen das Dopamintransporterergen fehlt, sowie durch Studien an neuronalen Zelllinien, welche mit
dem humanen Dopamintransporter ((h)DAT) transfiziert wurden (Gainetdinov et al. 1997, Kitayama
et al. 1992, Pifl et al. 1993, Kitayama et al. 1998, Storch et al. 1999), bestatigt werden.

Die intrazellulare molekulare Sequenz nach der Aufnahme, welche zum MPP*-induzierten Zelltod
fuhrt, ist noch nicht vollkommen klar. Laut gangiger Hypothesen wird intrazellulares MPP* innerhalb
der inneren Mitochondrienmembran durch energieabhangige Aufnahme akkumuliert (Ramsay und
Singer, 1986a), wo es die NADH-Q-Reduktase des mitochondrialen Komplex | inhibiert, dadurch den
Elektronentransport unterbricht und so zur intrazellularen ATP-Depletion flhrt (Nicklas et al. 1985,
Storch et al. 1999). Interessanterweise wurde eine solche Abnahme der Energieversorgung auch an
einer Vielzahl von Systemen inklusive Mitochondrien des Gehirns (Mizuno et al. 1987a), humanen
Thrombozyten (Kutty et al. 1991), isolierten Hepatozyten und Astrozyten (Di Monte et al. 1986b;
1992) gezeigt. Ausserdem wurde eine Reduktion der mitochondrialen Komplex-I-Aktivitat in der
Substantia nigra, in nicht-nigralen Gehirnarealen, Thrombozyten, Muskelgewebe und Fibroblasten
von Parkinsonerkrankten beobachtet (Schapira et al. 1990, Mizuno et al. 1989, Krige et al. 1992,
Mytilineou et al. 1994).



Dariber hinaus hemmen MPTP und MPP* auch die Tyrosinhydroxylase, das Schllisselenzym der
Dopaminbiosynthese (Nagatsu und Hirata 1986; Beal 1998) und fiihren zur Bildung freier Radikale
mit zytotoxischer Wirkung (Mizuno et al. 1998; Beal 1998). Mehrere in vitro und in vivo Studien
zeigten einen Anstieg der Produktion freier Radikale nach Behandlung mit MPTP oder MPP*
(Akaneya et al. 1995, Rosseti et al. 1988, Chiueh et al. 1992, Tsai und Lee 1998). Dennoch sind die
Resultate der Studien, welche sich mit der Lipidperoxidation durch MPTP / MPP* oder den Effekten
von toxizitatsreduzierenden Antioxidantien befassen, widerspriichlich (Ramsay und Singer, 1992, Di
Monte et al. 1986a, 1986b, Perry et al. 1985, Mihatsch et al. 1991).

Die durch MPTP verursachte neuronale Degeneration weist eine groRe Ahnlichkeit mit der beim M.
Parkinson auf, so dass sie ein gutes Modell fir den M. Parkinson darstellt (Edwards 1993). Auch
MPTP- strukturahnliche Substanzen wie die Isoquinoline und Betacarboline konnten demnach eine

Rolle in der Pathogenese des IPS spielen.

a) 3,4- Dlhydroxyphenylethylamm b) 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6- ¢) 1-Methyl-4-phenyl-Pyridinium ion
(Dopamin) Tetrahydropyndln (MPTP) (MPP*)

Abb.1: Strukturformeln fiir a) 3,4-Dihydroxyphenylethylamin (Dopamin), b) 1-Methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) und c¢) 1-Methyl-4-phenyl-pyridinium ion (MPP*) (erstellt mit
ChemDraw Ultra 8.0, CambridgeSoft Corporation)

1.2.2 Toxizitat der R-Carboline

Betacarboline sind heterozyklische Substanzen, welche das trizyklische 9H-Pyrido-(3,4-R)-Indol-
Ringsystem als Grundstruktur haben und somit strukturell mit dem MPP* verwandt sind. Zur
Veranschaulichung sind in Abbildung 2 die in dieser Studie verwendeten R-Carboline aufgelistet. Im
Pflanzenreich sind die R-Carboline weit verbreitet. Fir den Menschen stellen Lebensmittel die
wichtigste Quelle flr Betacarboline dar: Sie wurden unter anderem in getrockneten Friichten,
alkoholischen Getranken, Essig, Kaffee und Zigarettenrauch sowie in gebratenen und gegrillten
Fleisch- und Fischwaren nachgewiesen. Das Vorkommen von Betacarbolinen in Saugern wird
sowohl mit der endogenen Aufnahme Uber die Nahrung als auch mit der endogenen Bildung im

Organismus erklart. Susilo und Rommelspacher belegten bereits 1985 ihre in vivo Bildung durch



Kondensation von Indolaminen mit Carbonylverbindungen. Schouten und Bruinvels (1986) haben
nachgewiesen, dass Norharman, nicht aber Harman, endogen durch Konversion von Serin in Glycin
uber die Serin- Hydroxymethyl-Transferase gebildet wird. Die vermehrte Konversion in Glycin soll die
Produktion von 5,10-Methylentetrahydrofolat (CH2-FH4) aus Tetrahydrofolat steigern; das CH2-FH4
wiederum konnte eine Vorstufe flr die Norharmansynthese sein. In Ratten und Meerschwein-
Gehirnen wurden Norharman und Harman nachgewiesen (Melchior und Collins, 1982), in den
Gehirnen von Guineaschweinen konnte in einer in vivo-Studie eine S-Adenosyl-Methionin-abhangige
(SAM) N-Methylierung an der 2b- und 9-Indol-Stelle nachgewiesen werden (Matsubara et al. 1992b).
Betacarboline kommen auch in menschlichen Geweben, unter anderem menschlichem
Gehirngewebe (Matsubara 1993) und Cerebrospinalflissigkeit vor (Bosin et al. 1989). Insbesondere
2,9-di-methylierten Betacarboline zeigen funktionelle und neurotoxische Eigenschaften analog zu
MPP+. Signifikant erh6hte Konzentrationen an N-Methylcarbolinium-lonen im Liquor von Parkinson-
Patienten gegentber Gesunden (Matsubara et al. 1995b) sowie neurotoxische Effekte nach in vivo
Administration an Ratten (Matsubara et al. 1998a) sprechen flr eine Beteiligung der methylierten
Betacarboline an der Pathogenese von Morbus Parkinson. Ubereinstimmend hiermit zeigten
mehrere in vitro Studien zytotoxische Wirkung von N-methylierten Betacarbolin-lonen auf
Phaochromozytom-Zellen (PC 12-Zellen) und mesenzephale Zellkulturen von der Ratte mit partieller
Selektivitat fir dopaminerge Neuronen (Cobuzzi et al. 1994, Matsubara et al. 1998a). Einige 2N- und
9N-methylierte sowie 2N,9N-dimethylierte Betacarbolinderivate fihren in in vivo-Studien zu einer
nigrostriatalen Neurodegeneration bei Ratten (Rollema et al. 1988, Neafsey et al. 1989 und 1995,
Collins et al. 1992, Matsubara et al. 1998a).

Die Toxizitdtsmechanismen sind noch nicht endglltig geklart, jedoch sprechen die Ergebnisse
einiger Studien fir eine Inhibition der Komplexe 1 und 2 der mitochondrialen Atmungskette (Fields et
al. 1992, Sayre et al. 1991, Albores et al. 1990, Collins et al. 1992, Rollema et al. 1988, Krlger et al.
1993) sowie flr eine Inhibition der Monoamino-Oxidase A in Mitochondrien von verschiedenen
Saugetier-Geweben (Ho et al. 1973, Buckholtz and Boggan 1977, Hasegawa et al. 1995, Kim et al.
1997).
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Abb.2: Strukturformeln von a) Norharman b) 2-Methyl-Norharmanium c¢) 2,9-Dimethyl-
Norharmanium d) Harman e) 2-Methyl-Harmanium f) 2,9-Dimethyl-Harmanium g) Harmine h) 2-
Methyl-Harminium i) 2,9-Dimethyl-Harminium k) Harmalol 1) Harmol m) 2-Methyl-Harmol n)
Harmaline o) 2-Methyl-Harmalinium p) 2,9-Dimethyl-4,9-dihydro-3h-R-carbolin-2-ium q) 6-Methoxy-
Harmalan (erstellt mit ChemDraw Ultra 8.0, CambridgeSoft Corporation)



1.2.3 Toxizitat der Isoquinoline

Auch die Isoquinoline sind strukturell mit dem MPP+ verwandt. Sie sind heterozyklische Substanzen
mit einem Benzen- und einem Pyridinring (Abb.3)(Rommelspacher et al. 1991). Bei den
Isoquinolinderivaten unterscheidet man zwischen einfachen Tetrahydroisoquinolinen (TIQs) wie z.B.
1,2,3,4-Tetrahydroisoquinolin, und TIQs mit Katecholstruktur, wie Salsolinol (1-Methyl-6,7-Dihydroxy-
1,2,3,4- Tetrahydroisoquinolin) und dessen Derivate. Isoquinolinderivate sind in der Umwelt weit
verbreitet, sie kommen in Pflanzen und Nahrungsmitteln (Rommelspacher und Susilo, 1985, Niwa et
al. 1989) als auch bei Saugern in Nieren, Leber, Gehirn, Urin, Blut und Liquor vor (Niwa et al. 1991).
Einige konnen die Blut-Hirn-Schranke tberwinden (Niwa et al. 1988). Viele Isoquinolinderivate, wie
z.B. TIQ, N-Methyl-TIQ und Salsolinol, sind endogene Alkaloide, die im Gehirn hauptsachlich beim
nicht-enzymatischen Abbau des Dopamins durch die Pictet-Spengler Kondensation biogener Amine
mit Aldehyden entstehen (Collins MA, 1994). In vivo werden sie weiter metabolisiert. Das Isoquinolin
TIQ z.B. wird durch die N-Methyltransferase zum N-Methyl-TIQ methyliert, welches wiederum durch
die Monoaminooxidase B (MAO B) zum N-Methyl-Isoquinolinium-lon konvertiert wird (Naoi et al.
1989). Salsolinol wurde in humanem Gehirngewebe nachgewiesen (Sjoquist et al. 1982). Da
Salsolinol nicht durch die Blut-Hirn-Schranke transportiert wird (Origitano et al. 1981), wurde ein
zusatzlicher enzymatischer Syntheseweg angenommen. Naoi et al. isolierten die R-Salsolinol-
Synthase aus dem Zytosol von humanem Gehirngewebe, welche R-Salsolinol aus Dopamin und
Acetaldehyd katalysieren kann (Naoi et al. 1996a). Die Bildung von N-Methyl-R-Salsolinol durch die
N-Methyl-Transferase wurde durch eine in vivo Mikrodialyse-Untersuchung nachgewiesen
(Maruyama et al. 1992). N-Methyl-R-Salsolinol wird weiter zu 1,2-Dimethyl-6,7-
dihydroxyisoquinolinium-lon (DMDHIQ*) durch enzymatische und nichtenzymatische Oxidation
metabolisiert (Maruyama et al. 1995, Naoi et al. 1995b).

Interessanterweise sind im Liquor von Parkinsonerkrankten signifikant erhohte Spiegel an 1-Benzyl-
1,2,3,4-TIQ (Kotake et al. 1995) und N-Methyl-R-Salsolinol (Maruyama et al. 1996) nachweisbar.
Ubereinstimmend hiermit ist, dass die Aktivitat der neutralen N-Me-Transferase, welche die Bildung
von N-Methyl-R-Salsolinol katalysiert, in Lymphozyten von Parkinsonpatienten signifikant erhoht ist
im Vergleich zur Kontrolle (Naoi et al. 1998). Im Tierversuch induzierten beide Substanzen
parkinsonhahnliche Symptome bei Affen, Mausen und Ratten (Kotake et al. 1996,1995, Naoi et al.
1996b).

lhre zytotoxische Wirkung bewirken die Isoquinoline hauptsachlich am Mitochondrium: einerseits
hemmen mehrere Isoquinolinderivate sowohl die Komplexe 1 und 2 der mitochondrialen

Atmungskette als auch die Alpha-Ketoglutaratdehydrogenase (McNaught et al. 1995a, 1995b,
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Morikawa et al. 1998). Andererseits fiihren die Isoquinoline Uber die Apoptose zum Zelltod.
Allerdings kann nach Applikation von N-Me-R-Salsolinol die Apoptose durch Inhibition des Enzyms
Caspase 3 als auch durch Inhibition der MAO B verhindert werden (Akao et al. 1999, Maruyama et
al. 2000).

solibeolee;

b) 1-Methyl-6,7-dihydroxy-1,2,3,4-Tetrahydro- c) 1-Methyl-1,2,3 4-Tetrahydro-
a) 1,2,3,4-Tetrahydroisoquinolin isoquinolin (Salsolinol) |soqu|no||n

d) 1-Benzyl-1,2,3,4-Tetrahydroisoquinolin e) 1-Benzyl-3,4-Dihydroisoquinolin f) 1-Benzyl-6,7-dimethoxy-3,4-Dihydroisoquinolin
3
CH
’ Gy
H3C
g) 6,7-Dimethoxy-1,2,3,4-Tetrahydro- h) 2-Methyl-6,7-dihydroxy-1,2,3,4-Tetrahydro- i) 1,2-Dimethyl-6,7-dihydroxy-1,2,3,4-Tetrahydro-
|sou|noI|n |soqu|no||n isoquinolin

Abb.3: Strukturformeln fir: a) 1,2,3,4-Tetrahydroisoquinolin b) 1-Methyl-3,4-dihydroxy-1,2,3,4-
Tetrahydroisoquinolin ~ (Salsolinol) ¢)  1-Methyl-Tetrahydroisoquinolin  d)  1-Benzyl-1,2,3,4-
Tetrahydroisoquinolin  e)  1-Benzyl-3,4-Dihydroisoquinolin ~ f)  1-Benzyl-6,7-dimethoxy-3,4-
Dihydroisoquinolin g) 6,7-Dimethoxy-1,2,3,4-Tetrahydroisoquinolin  h)  2-Methyl-6,7-dihydroxy-
1,2,3,4-Tetrahydroisoquinolin i) 1,2-Dimethyl-6,7-dihydroxy-1,2,3,4-Tetrahydroisoquinolin (erstellt mit
ChemDraw Ultra 8.0, CambridgeSoft Corporation)
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1.2.4 Der Dopamintransporter

Der Dopamintransporter (DAT) ist flr die Terminierung der dopaminergen Neurotransmission
verantwortlich, indem er Dopamin (DA) in die prasynaptischen Nervenendigungen wieder aufnimmt
(Amara und Kuhar 1993, Giros und Caron 1993). Der DAT ist ein Monoamintransporter, welcher zu
den Plasmamembranproteinen aus der Gruppe der Na* / Cl- - abhangigen Transporter gehort. Er
wird ausschlieBlich in Dopamin synthetisierenden Neuronen bzw. in dopaminerg innervierten
Regionen im zentralen Nervensystem exprimiert (Ciliax et al. 1995, Freed et al. 1995).

Beim IPS ist die Zahl der DAT-Bindungsstellen im Rahmen des Verlustes dopaminerger Neuronen
reduziert, zuséatzlich scheint die Zahl der DATs pro Neuron im Vergleich zu Gesunden ebenfalls
reduziert zu sein (Uhl et al. 1994). Die dopaminerge Degeneration beim IPS korreliert streng mit der
Expression des DATs (Storch et al. 2004). Damit nimmt der DAT eine wichtige Rolle in der
Atiopathogenese des IPS ein. Die Erforschung des Toxizitatsmechanismus’ des MPP* wies - wie
bereits erwahnt - die zellulare Aufnahme von MPP* durch den DAT nach (s. Kapitel 2.1). Auch gibt
es Hinweise, dass bestimmte Betacarboline ihre zytotoxische Wirkung tber den DAT bewirken
(Drucker et al. 1990, Matsubara 1998b). Weitere Substanzen mit DAT-vermittelter Toxizitat sind

durchaus denkbar.

1.3 Ziel dieser Arbeit

Diese Arbeit soll einen Beitrag zum weiteren Verstandnis der Pathomechanismen potentieller
dopaminerger Neurotoxine beim idiopathischen Parkinsonsyndrom leisten.

Obwohl die Dopamintransporter-vermittelte Zytotoxizitat fir einige Betacarbolinderivate beschrieben
ist, bleiben die Bedeutung und die Mechanismen fur die selektive dopaminerge Toxizitat dieser
Substanzen unklar. Insbesondere gibt es keine systematische Studie, welche untersucht, ob die
Aufnahmekinetik von Betacarbolinen ausreicht, um Konzentrationen zu erreichen, welche vitale
Zellstrukturen zerstoren.

Aus diesem Grunde verwendeten wir als Modellsystem humane embryonale Nierenzellen (HEK-293-
Zellen), welche stabil mit dem humanen Dopamintransporter transfiziert wurden. Anhand dieses in
vitro- Zellmodells des IPS untersuchte ich die DAT-vermittelte konzentrationsabhangige Zelltoxizitat
und die semiquantitative DAT-vermittelte intrazellulare Aufnahme von 21 neutralen und quaternaren

Betacarbolinderivaten und vier Isoquinolinderivaten (siehe Abbildung 2 und 3).
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

Alle Experimente wurden an humanen embryonalen Nierenzellen (HEK-293) und an den mit dem
Dopamintransporter  transfizierten humanen embryonalen Nierenzellen (HEK-(h)DAT-293)
durchgefiihrt.

HEK-293 wurde von American Tissue Type Culture Collection (ATCC CRL 1573; Rockville, USA)
erworben. Die HEK-(h)DAT-Zellinie wurde unter Verwendung der oben genannten Zelllinie mit dem
Dopamintransporter stabil transfiziert (Storch et al. 1999, Storch et al. 2002). Die HEK-(h)DAT-
Zelllinie exprimiert stabil den humanen Dopamintransporter ((h)DAT) und wurde funktionell und

toxikologisch intensiv charakterisiert (Storch et al. 1999).

2.1.2 Chemikalien

Von der Fa. Gibco, Eggenstein wurden Modified Eagle’s Medium (MEM), Dulbecco’s Phosphate
Buffered Salts (PBS), Trypsin-EDTA-Ldsung, Penicillin / Streptomycin (10000 I.U. / ml; 10000 ug /
ml) (P /' S) und Geneticin Sulphate 418 (G418) bezogen. 1-Methyl-4-phenyl-pyridinium-lon (MPP+*)
wurde von der Fa. RBI, Natick, USA geliefert. Fetales Kalberserum (Foetal Calf Serum; FCS) wurde
von PAA Laboratories GmbH, Linz, Osterreich und Biochrom-Alphakit-Lésung 2 fir die MTT-
Methode von der Fa. Biochrom seromed, Berlin bezogen.

1-[2-[bis(4-fluorophenyl)metoxy]etyhl]-4-[3-phenylpropyl]Piperacin  Dihydrochlorid (GBR  12909)
stammte von der Fa. Tocris, Bristol, UK, Dimethylsulfoxid (DMSQ) von der Fa. J.T. Baker, Deventer,
Holland. Der Lieferant flr die Trypan-Blau-Losung (0,4 %), Borat-Decahydrat, Poly-L-Lysin,
Harmalol HCI, Harmane HCI, Harmine HCI, Harmaline HCI, Harmane-1,2,3,4-Tetrahydro-3-
carboxylic acid, Norharman HCI, 1,2,3,4-Tetrahydro-9h-pyrido (3,4-b)indol, 6-Methoxy-1,2,3,4-
Tetrahydro-9h-pyrido  (3,4-b)indol, Harmol HCI, Tetrahydroisoquinolin, 6,7-Dimethoxy-1,2,3,4-
Tetrahydroisoquinolin HCI, 1-Benzyl-6,7-dimethoxy-3,4-Dihydroisoquinolin, 1-Benzyl-3,4-
Dihydroisoquinolin  HCI, 1-Benzyl-1,2,3,4-Tetrahydroisoquinolin, 1,2-Dimethyl-9h-R-carbolin-2-ium
lodid, 2-Propyl-9h-R-carbolin-2-ium  Hydroxid, 2-Propyl-Sh-R-carbolin-2-ium lodid, Harmalol
hydrobromid und 2,9-Dimethyl-4,9-dihydro-3h--carbolin-2-ium lodid war die Fa. Sigma-Aldrich,

Steinheim.
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Fur die folgenden Substanzen, die uns freundlicherweise Uberlassen wurden, mdchte ich mich
herzlich bedanken: Fur 2,9-Dimethyl-Norharman lodid, 2-Methyl-Harmaline lodid, 2-Methyl-
Isoharmaline lodid, 2-Methyl-Harmine base, 2-Methyl-Harmane lodid, 2,9-Dimethyl-Harmine lodid
und 2,9-Dimethyl-Harmane lodid bei Herrn M. A. Collins (Department of Cell Biology, Neurobiology
and Anatomy, Loyola University Stritch School of Medicine, Maywood, lllinois, USA); fir 2-Methyl-
Norharman lodid, 2,9-Dimethyl-Norharman lodid, 2-Methyl-Harmane lodid, 2,9-Dimethyl-Harmane
lodid, 6-Methoxy-Harmalan, Harmol HCI bei Kazuo Matsubara (Department of Hospital Pharmacy
and Pharmacology, Asahikawa Medical College, Asahikawa, Japan).

Ebenso bedanke ich mich bei Debra A. Gearhart (Department of Neuroscience, Loyola University,
Chicago, lllinois, USA) fiir das 2-Methyl-Norharman Chlorid und das 2,9-Dimethyl-Norharman
Chlorid. Alle anderen Chemikalien wurden von der Firma Sigma, Deisenhofen oder Merck,

Darmstadt geliefert und waren von per analysem-Qualitat.

2.1.3 Gerate

Die verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien werden aus Griinden der Ubersicht unter den

jeweiligen Mehoden bei der Beschreibung ihrer Verwendung aufgefhrt.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

Die Arbeitsvorgange mit den Zelllinien wurden unter sterilen Bedingungen durchgefthrt: Unter der
Werkbank (Fa. Heraeus Instruments, Hanau) wurden steriles Einwegmaterial (Fa. Greiner,
Nurtingen) bzw. hitzesterilisiertes oder autoklaviertes Glas- und Plastikmaterial (Fa. Eppendorf,

Hamburg) verwendet.

2.2.1.1 Kultivierung der HEK-293- bzw. HEK-(h)DAT-Zelllinie

Beide Zelllinien wurden im Inkubator (CO2-Auto-Zero der Fa. Heraeus, Hanau) bei 37° C, 5 % CO»
und einer Luftfeuchtigkeit von 95 % Kkultiviert. Die Zellmedien setzten sich folgendermaBen

Zusammen:
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Lésungen:

HEK-293-Medium:
MEM (90 %)
FCS, inaktiviert (10 %)
P /S (100 L.U. bzw. 100 pg/ ml Zellmedium)

HEK-(h)DAT-293-Medium:
MEM (90 %)
FCS, inaktiviert (10 %)
G418 (400 pg/ ml Zellmedium)
Die Inaktivierung des FCS zur Ausschaltung unerwlnschter Enzym- und Komplementaktivitaten

erfolgt durch 30-minttige Erwarmung im Wasserbad auf 56° C.

Bei der Kultivierung der Zelllinien wurde angestrebt, sie in der exponentiellen Wachstumsphase zu
halten. Dazu beobachtete man die in 50 ml-Gewebekulturflaschen (Fa. Greiner, Nrtingen)
wachsenden adharenten Zelllinien regelmafig unter dem Mikroskop (Fa. Zeiss, Jena) auf Form und
Dichte. Sobald der Zellrasen subkonfluent war, wurden die Zellen passagiert. Hierflr wurde das
Zellmedium dekantiert, der Zellrasen mit ca. 5 ml PBS gespilt und anschliefend mit ca. 1-2 ml
Trypsin fiir ca. 2 Minuten angeldst. Mit frischem Medium wurden die Zellen dann vollstandig vom
Boden abgeldst, suspendiert und - abhéngig vom vorgesehenen Versuchstermin - in
unterschiedlicher Verdinnung in neue Kulturflaschen Gberfiihrt.

Fur die Zellzahlung wurde die Zellsuspension 1:2 mit 0,4 %-iger Trypanblauldsung zur Markierung
abgestorbener Zellen verdinnt. Die Anzahl lebender, nicht angeféarbter Zellen wurde in einer
Neubauer- Zahlkammer unter zur Hilfenahme eines Handstlickzahlers (beide Gerate von der Fa.

Bender und Hobein, Neu-Ulm) bestimmt.

2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen der Zelllinien

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese zuerst in einer Dichte von 2-4 x 106 Zellen/ ml in MEM 10

aufgenommen und auf Eis gestellt.
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Lésungen:

MEM 10:
MEM (90 %)
FCS, inaktiviert (10 %)

Einfriermedium:
DMSO (20 %)
MEM 10 (30 %)
FCS, inaktiviert (50 %)

In die vorher bei - 80° C gekuhlten Einfrierrohrchen wurde zunachst jeweils 0,5 ml 0° C kaltes
Einfriermedium vorgelegt und dann mit weiteren 0,5 ml der gekiihlten Zellsuspension aufgefiillt. Gut
verschlossen wurden sie dann in einer Styroporkiste tGber Nacht bei - 80° C gelagert. Die Isolierung
der Rohrchen und somit die verlangsamte Abkuhlung verhinderte die Bildung intrazellularer Kristalle.

Am folgenden Tag wurden die Rohrchen dann in fliissigen Stickstoff tberflhrt.

Zum Auftauen wurden die Einfrierrdhrchen aus dem fliissigen Stickstoff genommen und im 37° C
warmen Wasserbad aufgetaut. Die Zellsuspension wurde unter Schiitteln mit 5 ml MEM 10 langsam
versetzt und dann bei 1000 Umdrehungen pro Minute 10 Minuten lang zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 6 ml Zellmedium suspendiert, in Kulturflaschen tberfiihrt und bei 37° C, 5 % CO. und
einer Luftfeuchtigkeit von 95 % inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurde ein Medienwechsel

durchgefiihrt, um vom Einfriermedium riihrende Riickstande herauszuwaschen.

2.2.1.3 MTT- Féarbung

Die Messung des Zellliberlebens erfolgte durch die MTT-Methode. Die MTT-Farbung macht sich die
Tatsache zu Nutze, dall das schwach gelbe MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
Tetrazolium) ausschliesslich von lebenden Zellen ins Zellinnere aufgenommen und der
Tetrazoliumring durch mitochondriale Dehydrogenasen aufgebrochen wird (Mosmann, 1983). Das
daraus entstehende dunkelblaue Formazan ist alkoholldslich, und die Intensitat einer solchen
alkoholischen Formazanl6sung, die photometrisch messbar ist, ist proportional zur Zahl lebender

Zellen.
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Losung:

HCI-Isopropanolldsung:

0,04 N HCl in Isopropanol

In den Toxizitatsversuchen wurde das MTT in die mit Zellen bewachsenen Vertiefungen pipettiert (30
ul MTT auf 250 pl Zellsuspension). Nach einstiindiger Inkubation wurde der Uberstand dekantiert
und die Platte bei Raumtemperatur getrocknet. Die Messung erfolgte dann nach Zugabe von jeweils
100 pl HCl-Isopropanollésung. Im Immuno Reader (BioluminTM960 von Molecular Dynamics,
Krefeld, angeschlossen an einen Performa 5400 / 180-Computer der Fa. Apple Macintosh,
Cupertino/ Kalifornien) wurde die Platte computergesteuert 8 Minuten lang geschiittelt, die
photometrische Auswertung erfolgte anschlieRend bei einer Wellenlange von A= 570 nm und einer
Referenzwellenlange von Ao= 630 nm. Vertiefungen ohne Zellen wurden als Nullwerte benutzt und
von jedem Wert als Hintergrund subtrahiert. Die MelRwerte wurden in Prozent der unbehandelten

Kontrolle ausgedruckt.

2.2.2 Durchfiihrung und Messung der Versuche

2.2.2.1 Versuche zu konzentrationsabhangigen Effekten aufs Zelliiberleben

Die zellinienspezifische Zytotoxizitat der verschiedenen Substanzen wurde in Abhangigkeit von ihrer

Konzentration bestimmt.

Hierzu wurden die Zellen in einer Zellzahl von 1,25 x 104 pro Vertiefung (200 ul/ Vertiefung) auf
96er-well-Platten ausgesetzt und 48 h lang inkubiert.

Bedingt durch die Loslichkeit der Substanzen in DMSO unterschieden sich die Konzentrationen der
Stammlésungen. Zu den Substanzen mit der geringen Loslichkeit C (mind. 30 mM) gehdrt Harmine,
zu der Loslichkeit B (90 mM): Harmane und 2-Me-Harminium. Alle anderen Substanzen gehdrten
der Gruppe A (300 mM) an.
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Stammldsungen:
A 300 mM in DMSO
B 90 mM in DMSO
C 30 mM in DMSO

Samtliche Stammldsungen wurden nach Steriffiltration zunachst 1:60 und anschlieRend seriell
1:3,333 mit MEM bis auf die gewilinschten Konzentrationen verdiinnt. Dann wurden die
Versuchslosungen auf die vorbehandelten Platten aufgetragen: pro Konzentration und Zelllinie
wurden jeweils drei Vertiefungen mit 50 pl Versuchslésung gefiillt. Ebenso wurden zur Kontrolle bei
beiden Zelllinien drei Vertiefungen mit toxinfreiem MEM behandelt. Vorversuche hatten ergeben,
dass bei dieser Verdinnung von 1 % DMSO in toxinfreier Losung kein Zellsterben verursacht wird.
Nach 72 stlndiger Inkubation wurde anhand des MTT-Tests das Zelliberleben quantitativ

gemessen. Jedes Experiment wurde mindestens dreimal wiederholt.

2.2.2.2 Versuche zur intrazellularen Toxinaufnahme / Uptake-Versuche

Um die Uber den Dopamintransporter aufgenommene intrazellulare Konzentration der R-Carbolin-
Derivate zu messen, wurde die starke Autofluoreszenz der Pyrido-Indole (Spenser 1956) bei

Exzitationswellenlangen von 280 nm und Emissionswellenlangen von 450 nm ausgenutzt.

Lésungen:

PLL-Losung:

100 mg Poly-L-Lysin hydrobromid in

1000 ml 0,1 M Boratpuffer (Borat-Decahydrat in destilliertem H,0), pH 8,4
Pufferlésung, pH 7,4:

1 mM MgCl,

0,1 M CaCl; in PBS
Lysierungs-Losung:

0,1 N HCI

2 mM EDTA in H20
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Es wurden zundchst 48er-well Platten mit PLL (Poly-L-Lysin) beschichtet. Durch die Beschichtung
wird eine bessere Adhasion der Zellen bewirkt, so dass die notwendigen Waschungen eine
maoglichst geringe Ablosung der Zellen vom Grund verursachen. Pro Well wurden 100 pl PLL-
Losung aufgetragen und fiir 24 h inkubiert. Uberschiissiges PLL wurde durch zweimaliges Waschen
mit je 200 pl destillietem Wasser entfernt, durch Waschen mit 500 ul HBSS wurde eine
Neutralisierung erreicht. Nach Auffiillen mit weiteren 500 pl HBSS konnten die so praparierten
Zellplatten einige Tage bis zum Versuch im Inkubator aufbewahrt werden. Fir die Versuche wurde
lediglich das HBSS abgesaugt.

Pro Well wurden 100.000 Zellen (500 pl Zellsuspension) ausgesetzt. Nach 48 h wurde der Versuch
durchgeflihrt, die Zellen sind dann zu 90 % konfluent, die Zellzahl betrug zwischen 0,8 und 1,5
Millionen/Well.

Nach Vorkiihlung auf Eis wurde jedes Well mit 1 ml kalter (4-10° C) Pufferlosung gespiilt und mit
weiteren 0,5 ml PLL-L6sung fir 15 min. versetzt, bevor sie wieder abgesaugt wurde.

Je 100 pl der verschiedenen, in Pufferlosung gelosten Toxinkonzentrationen zwischen 0 und 500
MM wurden in jedes Well gegeben und fir 10 min. bei 37 Grad inkubiert. Vorversuche mit 100 uM
Toxinlosungen von Norharman, 2-Methyl-Norharmanium und 2,9-Dimethyl-Norharmanium mit 0-60
mindtiger Inkubation hatten flr das Intervall von 0-10 Minuten eine lineare intrazellulare Aufnahme
ergeben.

Die Aufnahme wurde durch Aspiration der Substanzlésung und dreimaligem Spiilen mit 500 pl kalter
Pufferlosung gestoppt. Der DAT-unabhangige (unspezifische) Transport wurde in parallel
durchgefihrten Versuchen mit 15-mindtiger Vorinkubation mit 50 pl einer 6 uM GBR12909-
Pufferlosung und anschliessender Zugabe von 50 I der doppelt konzentrierten
Toxinkonzentrationen (0-1000 uM) bestimmt und als Hintergrund abgezogen.

Nach Zugabe von 100 ul Lysierungslosung wurde die Platte fir 1 h auf dem Plattenschittler
behandelt und die Zellen dann mit einer Pipettenspitze vom Grund gel6st. Die Lysierungslosung ist
sauer, weil die Toxinfluoreszenz in sauerem Milieu am starksten ausgepragt ist; sie enthalt EDTA zur
Chelatbildung von Metallen, da eine Verunreinigung durch Metalle die Fluoreszenz unterdriicken
(,quenchen®) wiirde. Die Platten wurden bei - 80° C flir mind. 30 min. eingefroren und im Anschluss
unter Schitteln bei Raumtemperatur wieder aufgetaut.

Dieser Einfriervorgang zur besseren Zelllyse wurde insgesamt dreimal durchgefuhrt.

Danach wurde jeder Wellinhalt mit einer neuen Pipette durch 3-5 maliges auf- und absaugen gut
suspendiert und auf eine schwarze Mikroplatte aus Quarz mit transparentem Boden (96er well,
Hellma, Mullheim/Baden) aufgetragen. Die Hintergrund-Fluoreszenz aufgrund der Zellen, des

Lysepuffers und des Quarzes wurde an Wells, welche mit Lysepuffer gefillt waren, gemessen und
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als Hintergrund von den Messwerten subtrahiert. Die Fluoreszenzmessung erfolgte mit einem
Exzitationsfilter von 280 nm und einem Emissionsfilter von 452 nm (Bandweite jeweils +/- 20 nm).

Um die absolute intrazelluldare Konzentration zu erhalten, wurden die Werte der
Fluoreszenzmessung mit Messwerten bekannter Konzentrationen der jeweiligen in Lysierungslosung

geldsten Substanzen verglichen. Jedes Experiment wurde mindestens dreimal wiederholt.

2.2.3 Statistische Auswertung der Messergebnisse

Die halbmaximal toxischen Konzentrationen TC s w / par wurden durch nicht-lineare
Regressionsanalyse mittels Kurveniteration unter Zuhilfenahme des Programms Origin (Version 5.0;
MicroCal Software) nach der mathematischen Formel y= A1 + (A2-A1) / [1+10 (cgB-xnH] berechnet.
A1 entspricht dem Wert, bei der die Konzentration sich dem Null-Wert annahert, A2 ist der Wert, bei
der die Konzentration sich dem Maximum annahert. B entspricht der Konzentration, bei der eine 50-
prozentige Reduktion der Zellzahl erzielt wird (TC sowt/pat). nw ist der Hill-Koeffizient. Die Ergebnisse
wurden als Mittelwerte und Standardabweichung (SEM) angegeben. Mit dem Student’s unpaired t-
Test wurden die TC sowt/pat- Werte miteinander verglichen. Ipar wurde als der Quotient von TC sowt/

Tc 50 AT definiert und gibt die DAT-vermittelte Toxizitat an.

Die kinetischen Parameter Michaeliskonstante (Km), maximale Aufnahmegeschwindigkeit (vmax) und
Hill-Koeffizient (nx) der jeweiligen Substanzen wurden ebenfalls durch nicht-lineare
Regressionsanalyse der Uptake-Kurven berechnet.



-20 -

3. Ergebnisse

3.1 Konzentrationsabhangige Effekte der 3-Carboline auf das
Zelluberleben

Das konzentrationsabhangige Zelliberleben von HEK-293-Zellen und HEK-(h)DAT-293-Zellen nach
72 h Inkubation mit der jeweiligen Substanz wurde mit der MTT-Methode bestimmt und als Prozent
der unbehandelten Kontrolle ermittelt. Dabei geben die TC s0 w-, bzw. TC 50 par- Werte die
Konzentration (in uM) an, bei der es zu einem flinfzig-prozentigen Zelluntergang der HEK-293- bzw.
HEK-(h)DAT-293-Zelllinie kommt, gemessen mit der MTT-Methode nach 72 h Inkubation. Ipar ist
definiert als der Quotient TC 50 wt/ TC 50 pat und stellt einen Parameter fir die DAT-abhangige

Toxizitat dar.

3.1.1 Norharman und seine Derivate

Norharman

Nach 72 h Inkubation mit Norharman fand ein konzentrationsabhangiger Zelluntergang beider
Zelllinien ohne signifikanten Unterschied statt (Abb.1). Der TC so- Wert bei der HEK-293-Zelllinie (TC
sowt) betrug 129,9 + 8,2 uM, der von der HEK-(h)DAT-293-Zelllinie (TC so pat) betrug 176,7 + 17,4
MM. Ipar = 1,3. Es konnte also eine allgemeine Zytotoxizitdt von Norharman, aber keine DAT-

vermittelte Toxizitat gezeigt werden.
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Abbildung 1. Konzentrations-Wirkungs-Verhéltnis des Zellliberlebens der HEK-293-Zelllinie (geschlossene
Symbole) und HEK-(h)DAT-Zelllinie (offene Symbole) nach 72 h Inkubation mit Norharman. Das Zelliiberleben
wurde mit der MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid)-Methode bestimmt und als
Prozent der unbehandelten Kontrolle dargestellt. TC s0 w bzw. TC 50 par sind die halbmaximalen
Toxizitatskonzentrationen der HEK-293-wt- (humane Embryonale Nierenzelllinie HEK-293 (,human embryonal
kidney cells®) wildtype bzw. HEK-(h)DAT-293- (HEK-293-Zellen mit stabiler Expression des humanen
Dopamintransporters)-Zelllinie. Die Punkte der Graphik reprasentieren den Mittelwert +/- SEM von mindestens drei
unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Es konnte bei keiner Toxinkonzentration eine statistisch

signifikante Differenz zwischen den beiden Zelllinien gefunden werden.
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2-Methyl-Norharmanium

Nach 72 h Inkubation mit 2-Methyl-Norharmanium fand ein konzentrationsabhangiger Zelluntergang
beider Zelllinien statt (Abb.2). Der TC s0. Wert bei der HEK-293-Zelllinie (TC 5o wt) betrug 326,8 +
19,3 UM, der von der HEK-(h)DAT-293-Zelllinie (TC s0par) betrug 147,0 £ 11,2 uM. Die IC s0. Werte
der beiden Zelllinien unterschieden sich signifikant voneinander (**p< 0,01). Der Ipat betrug 2,2.
Zusatzlich zur allgemeinen Zytotoxizitdt von 2-Methyl-Norharman konnte eine DAT-vermittelte

Toxizitat bei Konzentrationen von 100 und 300 uM gezeigt werden.

= HEK-293-Zellen: TC ),
O HEK-(h)DAT-Zellen: TC

=326,8 M +- 19,3 uM
=147,0 pM +/-11,2 uM
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Abbildung 2: Konzentrations-Wirkungs-Verhéltnis des Zellliberlebens der HEK-293-Zelllinie (geschlossene
Symbole) und HEK-(h)DAT-Zelllinie (offene Symbole) nach 72 h Inkubation mit 2-Methyl-Norharmanium. Das
Zelliberleben wurde mit der MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid)-Methode bestimmt
und als Prozent der unbehandelten Kontrolle dargestellt. TC s0 wt bzw. TC 50 par sind die halbmaximalen
Toxizitatskonzentrationen der HEK-293-wt- (humane Embryonale Nierenzelllinie HEK-293 (,human embryonal
kidney cells®) wildtype bzw. HEK-(h)DAT-293- (HEK-293-Zellen mit stabiler Expression des humanen
Dopamintransporters)-Zelllinie. Die Punkte der Graphik représentieren den Mittelwert +/- SEM von mindestens drei
unabhangig voneinander durchgefiinrten Experimenten. Bei Toxinkonzentrationen von 100 und 300 uM konnte
eine statistisch signifikante Differenz (p< 0,05) des Zelliiberlebens zwischen den beiden Zelllinien gefunden

werden.
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2,9-Dimethyl-Norharmanium

Nach 72 h Inkubation mit 2,9-Dimethyl-Norharmanium fand ein konzentrationsabhangiger
Zelluntergang beider Zelllinien mit signifikantem Unterschied statt (Abb.3). Der TC so- Wert bei der
HEK-293-Zelllinie (TC 5o wt) betrug 82,8 + 5,7 uM, der von der HEK-(h)DAT-293-Zelllinie (TC s0 pat)
betrug 62,1 uM £ 5,1 uM. Die TC 5. Werte der beiden Zelllinien unterschieden sich signifikant
voneinander (*p< 0,05). Der Ipar betrug 1,3. Zusétzlich zur allgemeinen Zytotoxizitat von 2,9-

Dimethyl-Norharmanium konnte also eine DAT-vermittelte Toxizitat gezeigt werden.
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Abbildung 3: Konzentrations-Wirkungs-Verhéltnis des Zelliiberlebens der HEK-293-Zelllinie (geschlossene
Symbole) und HEK-(h)DAT-Zelllinie (offene Symbole) nach 72 h Inkubation mit 2,9-Dimethyl-Norharmanium. Das
Zellliberleben wurde mit der MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid)-Methode bestimmt
und als Prozent der unbehandelten Kontrolle dargestellt. TC 50 wt bzw. TC 50 par sind die halbmaximalen
Toxizitatskonzentrationen der HEK-293-wt- (humane Embryonale Nierenzelllinie HEK-293 (,human embryonal
kidney cells®) wildtype bzw. HEK-(h)DAT-293- (HEK-293-Zellen mit stabiler Expression des humanen
Dopamintransporters)-Zelllinie. Die Punkte der Graphik reprasentieren den Mittelwert +/- SEM von mindestens drei

unabhéngig voneinander durchgeflihrten Experimenten.
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3.1.2 Harmine und seine Derivate

Harmine

Nach 72 h Inkubation mit Harmine fand ein konzentrationsabhangiger Zelluntergang beider Zelllinien
ohne signifikanten Unterschied statt (Abb.4). Der TC s0. Wert bei der HEK-293-Zelllinie (TC 50 w)
betrug 36,3 = 8,9 uM, der von der HEK-(h)DAT-293-Zelllinie (TC s0 pat) betrug 37,4 £ 9,2 uM.

Ioat=1,0. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied der TC 50. Werte.
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Abbildung 4: Konzentrations-Wirkungs-Verhéltnis des Zellliberlebens der HEK-293-Zelllinie (geschlossene
Symbole) und HEK-(h)DAT-Zelllinie (offene Symbole) nach 72 h Inkubation mit Harmine. Das Zelliiberleben wurde
mit der MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid)-Methode bestimmt und als Prozent der
unbehandelten Kontrolle dargestellt. TC 5o wibzw. TC 50 pat sind die halbmaximalen Toxizitdtskonzentrationen der
HEK-293-wt- (humane Embryonale Nierenzelllinie HEK-293 (,human embryonal kidney cells®) wildtype bzw. HEK-
(h)DAT-293- (HEK-293-Zellen mit stabiler Expression des humanen Dopamintransporters)-Zelllinie. Die Punkte der
Graphik reprasentieren den Mittelwert +/- SEM von mindestens drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten
Experimenten. Es konnte bei keiner Toxinkonzentration eine statistisch signifikante Differenz zwischen den beiden

Zelllinien gefunden werden.
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2- Methyl-Harminium

Nach 72 h Inkubation mit 2-Methyl-Harminium fand ein konzentrationsabhangiger Zelluntergang
beider Zelllinien statt (Abb.5). Der TC s0. Wert bei der HEK-293-Zelllinie (TC 5o wt) betrug 103,1
21,2 uM, der von der HEK-(h)DAT-293-Zelllinie (TC s par) betrug 34,3 £ 3,7 uM. Die TC s0. Werte
der beiden Zelllinien unterscheiden sich signifikant voneinander (*p< 0,05). Ipat = 3,0. Zusatzlich zur
allgemeinen Zytotoxizitat von 2-Methyl-Harminium konnte eine DAT-vermittelte Toxizitat bei

Konzentrationen von 10, 30 und 100 uM gezeigt werden.
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Abbildung 5: Konzentrations-Wirkungs-Verhéltnis des Zelliiberlebens der HEK-293-Zelllinie (geschlossene
Symbole) und HEK-(h)DAT-Zelllinie (offene Symbole) nach 72 h Inkubation mit 2-Methyl-Harminium. Das
Zelliberleben wurde mit der MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid)-Methode bestimmt
und als Prozent der unbehandelten Kontrolle dargestellt. TC 50 wt bzw. TC 50 par sind die halbmaximalen
Toxizitatskonzentrationen der HEK-293-wt- (humane Embryonale Nierenzelllinie HEK-293 (,human embryonal
kidney cells®) wildtype bzw. HEK-(h)DAT-293- (HEK-293-Zellen mit stabiler Expression des humanen
Dopamintransporters)-Zelllinie. Die Punkte der Graphik reprasentieren den Mittelwert +/- SEM von mindestens drei
unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Bei Toxinkonzentrationen von 10, 30 und 100 uM konnte
eine statistisch signifikante Differenz des Zelliberlebens (p< 0,05) zwischen den beiden Zelllinien gefunden

werden.
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2,9-Dimethyl-Harminium

Nach 72 h Inkubation mit 2,9- Dimethyl-Harminium fand ein konzentrationsabhangiger Zelluntergang
beider Zelllinien statt (Abb.6). Der TC s0. Wert bei der HEK-293-Zelllinie (TC sowi) betrug 21,3 + 2,8
MM, der von der HEK-(h)DAT-293-Zelllinie (TC so pat) betrug 4,7 £ 0,4 uM. Die TC so- Werte der
beiden Zelllinien unterscheiden sich signifikant voneinander (**p< 0,01). Ipat = 4,5. Zusétzlich zur
allgemeinen Zytotoxizitat von 2,9-Dimethyl-Harminium konnte eine DAT-vermittelte Toxizitat bei

Konzentrationen von 1, 3, 10, 30 und 100 uM gezeigt werden.
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Abbildung 6: Konzentrations-Wirkungs-Verhéltnis des Zellliberlebens der HEK-293-Zelllinie (geschlossene
Symbole) und HEK-(h)DAT-Zelllinie (offene Symbole) nach 72 h Inkubation mit 2,9-Dimethyl- Harminium. Das
Zellliberleben wurde mit der MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid)-Methode bestimmt
und als Prozent der unbehandelten Kontrolle dargestellt. TC 50 wt bzw. TC 50 par sind die halbmaximalen
Toxizitatskonzentrationen der HEK-293-wt- (humane Embryonale Nierenzelllinie HEK-293 (,human embryonal
kidney cells®) wildtype bzw. HEK-(h)DAT-293- (HEK-293-Zellen mit stabiler Expression des humanen
Dopamintransporters)-Zelllinie. Die Punkte der Graphik reprasentieren den Mittelwert +/- SEM von mindestens drei
unabhéngig voneinander durchgefilhrten Experimenten. Bei Toxinkonzentrationen von 1, 3, 10, 30 und 100 pM
konnte ein statistisch signifikanter Unterschied (p< 0,05) im Zellliberleben zwischen den zwei Zelllinien gezeigt

werden.
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3.1.3 Harmane und seine Derivate

Harmane

Nach 72 h Inkubation mit Harmane fand ein konzentrationsabhangiger Zelluntergang beider
Zelllinien ohne signifikanten Unterschied statt (Abb.7). Der TC so- Wert bei der HEK-293-Zelllinie (TC
sowt) betrug 63,1 £ 7,9 uM, der von der HEK-(h)DAT-293-Zelllinie (TC 50 pat) betrug 72,9 £ 9,3 uM.
loar = 0,9. Es konnte also eine allgemeine Zytotoxizitdt von Harmane, aber keine DAT-vermittelte

Toxizitat gezeigt werden.
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Abbildung 7: Konzentrations-Wirkungs-Verhéltnis des Zellliberlebens der HEK-293-Zelllinie (geschlossene
Symbole) und HEK-(h)DAT-Zelllinie (offene Symbole) nach 72 h Inkubation mit Harmane. Das Zellliberleben wurde
mit der MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid)-Methode bestimmt und als Prozent der
unbehandelten Kontrolle dargestellt. TC 50 wtbzw. TC 50 pat sind die halbmaximalen Toxizitdtskonzentrationen der
HEK-293-wt- (humane Embryonale Nierenzelllinie HEK-293 (,human embryonal kidney cells®) wildtype bzw. HEK-
(h)DAT-293- (HEK-293-Zellen mit stabiler Expression des humanen Dopamintransporters)-Zelllinie. Die Punkte der
Graphik reprasentieren den Mittelwert +/- SEM von mindestens drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten
Experimenten. Es konnte bei keiner Toxinkonzentration eine statistisch signifikante Differenz zwischen den beiden

Zelllinien gefunden werden.
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2-Methyl-Harmanium

Nach 72 h Inkubation mit 2-Methyl-Harmanium fand ein konzentrationsabhéangiger Zelluntergang
beider Zelllinien statt (Abb.8). Der TC 5. Wert bei der HEK-293-Zelllinie (TC sowt) betrug 204,7 + 6,2
MM, der von der HEK-(h)DAT-293-Zelllinie (TC so pat) betrug 126,4 + 4,2 uM. Die TC 5. Werte der
beiden Zelllinien unterscheiden sich signifikant voneinander (**p< 0,01). lpat = 1,6. Zusétzlich zur
allgemeinen Zytotoxizitdt von 2-Methyl-Harmanium konnte eine DAT-vermittelte Toxizitat gezeigt

werden.
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Abbildung 8: Konzentrations-Wirkungs-Verhéltnis des Zellliberlebens der HEK-293-Zelllinie (geschlossene
Symbole) und HEK-(h)DAT-Zelllinie (offene Symbole) nach 72 h Inkubation mit 2-Methyl-Harmanium. Das
Zellliberleben wurde mit der MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid)-Methode bestimmt
und als Prozent der unbehandelten Kontrolle dargestellt. TC 50 wt bzw. TC 50 par sind die halbmaximalen
Toxizitatskonzentrationen der HEK-293-wt- (humane Embryonale Nierenzelllinie HEK-293 (,human embryonal
kidney cells®) wildtype bzw. HEK-(h)DAT-293- (HEK-293-Zellen mit stabiler Expression des humanen
Dopamintransporters)-Zelllinie. Die Punkte der Graphik reprasentieren den Mittelwert +/- SEM von mindestens drei
unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Die TC 50-Werte unterschieden sich signifikant (p< 0,01)

voneinander.
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2,9-Dimethyl-Harmanium

Nach 72 h Inkubation mit 2,9-Dimethyl-Harmanium fand ein konzentrationsabhangiger Zelluntergang
beider Zelllinien statt (Abb.9). Der TC so. Wert bei der HEK-293-Zelllinie (TC 50 wt) betrug 72,7 + 6,3
MM, der von der HEK-(h)DAT-293-Zelllinie (TC 5o pat) betrug 29,4 + 0,6 uM. Die TC so- Werte der
beiden Zelllinien unterscheiden sich signifikant voneinander (***p< 0,001). lpat = 2,5. Zusétzlich zur
allgemeinen Zytotoxizitat von 2,9-Dimethyl-Harmanium konnte eine DAT-vermittelte Toxizitat gezeigt

werden.
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Abbildung 9: Konzentrations-Wirkungs-Verhéltnis des Zellliberlebens der HEK-293-Zelllinie (geschlossene
Symbole) und HEK-(h)DAT-Zelllinie (offene Symbole) nach 72 h Inkubation mit 2,9-Dimethyl-Harmanium. Das
Zellliberleben wurde mit der MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid)-Methode bestimmt
und als Prozent der unbehandelten Kontrolle dargestellt. TC 50 wt bzw. TC 50 par sind die halbmaximalen
Toxizitatskonzentrationen der HEK-293-wt- (humane Embryonale Nierenzelllinie HEK-293 (,human embryonal
kidney cells®) wildtype bzw. HEK-(h)DAT-293- (HEK-293-Zellen mit stabiler Expression des humanen
Dopamintransporters)-Zelllinie. Die Punkte der Graphik reprasentieren den Mittelwert +/- SEM von mindestens drei
unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Die TC 50-Werte unterschieden sich signifikant (p< 0,001)

voneinander.
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3.1.4 Harmaline und 2-Methyl-Harmalinium

Harmaline

Nach 72 h Inkubation mit Harmaline fand ein konzentrationsabhangiger Zelluntergang beider
Zelllinien ohne signifikanten Unterschied statt (Abb.10). Der TC so. Wert bei der HEK-293-Zelllinie
(TC s0wt) betrug 52,9 + 4,7 uM, der von der HEK-(h)DAT-293-Zelllinie (TC 5o pat) betrug 76,4 + 10,6
MM. Ipar = 0,7. Es konnte also eine allgemeine Zytotoxizitdt von Harmaline, aber keine DAT-

vermittelte Toxizitat gezeigt werden.
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Abbildung 10: Konzentrations-Wirkungs-Verhaltnis des Zelliiberlebens der HEK-293-Zelllinie (geschlossene
Symbole) und HEK-(h)DAT-Zelllinie (offene Symbole) nach 72 h Inkubation mit Harmaline. Das Zellliberleben
wurde mit der MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid)-Methode bestimmt und als
Prozent der unbehandelten Kontrolle dargestellt. TC s0 w bzw. TC s par sind die halbmaximalen
Toxizitatskonzentrationen der HEK-293-wt- (humane Embryonale Nierenzelllinie HEK-293 (,human embryonal
kidney cells*) wildtype bzw. HEK-(h)DAT-293- (HEK-293-Zellen mit stabiler Expression des humanen
Dopamintransporters)-Zelllinie. Die Punkte der Graphik représentieren den Mittelwert +/- SEM von mindestens drei
unabhangig voneinander durchgefiinrten Experimenten. Bei keiner Toxinkonzentration konnte eine statistisch

signifikante Differenz im Zelliberleben zwischen den beiden Zelllinien gefunden werden.
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2-Methyl-Harmalinium

Nach 72 h Inkubation mit 2-Methyl-Harmaline fand ein konzentrationsabhangiger Zelluntergang
beider Zelllinien ohne signifikanten Unterschied statt (Abb.11). Der TC s0. Wert bei der HEK-293-
Zelllinie (TC sow) betrug 62,4 + 3,0 uM, der von der HEK-(h)DAT-293-Zelllinie (TC 50 pat ) betrug
46,8 + 51 pM. Ipatr = 1,3. Auch hier konnte also eine allgemeine Zytotoxizitdt von 2-Me-

Harmalinium, aber keine DAT-vermittelte Toxizitat gezeigt werden.
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Abbildung 11: Konzentrations-Wirkungs-Verhéltnis des Zelliberlebens der HEK-293-Zelllinie (geschlossene
Symbole) und HEK-(h)DAT-Zelllinie (offene Symbole) nach 72 h Inkubation mit 2-Methyl-Harmalinium. Das
Zelliiberleben wurde mit der MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid)-Methode bestimmt
und als Prozent der unbehandelten Kontrolle dargestellt. TC 50 wt bzw. TC 50 par sind die halbmaximalen
Toxizitatskonzentrationen der HEK-293-wt- (humane Embryonale Nierenzelllinie HEK-293 (,human embryonal
kidney cells®) wildtype bzw. HEK-(h)DAT-293- (HEK-293-Zellen mit stabiler Expression des humanen
Dopamintransporters)-Zelllinie. Die Punkte der Graphik représentieren den Mittelwert +/- SEM von mindestens drei
unabhangig voneinander durchgefiinrten Experimenten. Bei keiner Toxinkonzentration konnte eine statistisch

signifikante Differenz im Zelliberleben zwischen den beiden Zelllinien gefunden werden.
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3.1.5 Weitere Carboline mit signifikantem Unterschied des Zelliberlebens

Harmalol

Nach 72 h Inkubation mit Harmalol fand ein konzentrationsabhangiger Zelluntergang beider Zelllinien
statt (Abb.12). Der TC so- Wert bei der HEK-293-Zelllinie (TC sowt) betrug 230,4 £ 28,4 uM, der von
der HEK-(h)DAT-293-Zelllinie (TC so pat) betrug 110,14 £ 11,7 uM. Die IC 5. Werte der beiden
Zelllinien unterscheiden sich signifikant voneinander (**p< 0,01). lpar = 2,1. Zusatzlich zur

allgemeinen Zytotoxizitat konnte eine DAT-vermittelte Toxizitat gezeigt werden.
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Abbildung 12: Konzentrations-Wirkungs-Verhaltnis des Zelliberlebens der HEK-293-Zelllinie (geschlossene
Symbole) und HEK-(h)DAT-Zelllinie (offene Symbole) nach 72 h Inkubation mit Harmalol. Das Zelliberleben wurde
mit der MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid)-Methode bestimmt und als Prozent der
unbehandelten Kontrolle dargestellt. TC 5o wibzw. TC 50 pat sind die halbmaximalen Toxizitdtskonzentrationen der
HEK-293-wt- (humane Embryonale Nierenzelllinie HEK-293 (,human embryonal kidney cells) wildtype bzw. HEK-
(h)DAT-293- (HEK-293-Zellen mit stabiler Expression des humanen Dopamintransporters)-Zelllinie. Die Punkte der
Graphik représentieren den Mittelwert +/- SEM von mindestens drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten

Experimenten. Die TC 50-Werte unterschieden sich signifikant voneinander (p< 0,01).
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1,2-Dimethyl-9h-[3-carboline-2-ium

Nach 72 h Inkubation mit 1,2-Dimethyl-9h-B-carboline-2-ium fand ein konzentrationsabhangiger
Zelluntergang beider Zelllinien statt. Der TC s0- Wert bei der HEK-293-Zelllinie (TC 50 wt) betrug 166,6
+ 9,3 uM, der von der HEK-(h)DAT-293-Zelllinie (TC 50 pat) betrug 128,8 + 8,8 uM. Die TC so- Werte
der beiden Zelllinien unterscheiden sich signifikant voneinander (*p< 0,05). Ipat = 1,3. Zusatzlich zur
allgemeinen konnte eine DAT-vermittelte Zytotoxizitat von 1,2-Dimethyl-9h-R-carboline-2-ium gezeigt

werden.
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Abbildung 13: Konzentrations-Wirkungs-Verhaltnis des Zelliiberlebens der HEK-293-Zelllinie (geschlossene
Symbole) und HEK-(h)DAT-Zelllinie (offene Symbole) nach 72 h Inkubation mit 1,2-Dimethyl-9h-R-carboline-2-ium.
Das Zelliberleben wurde mit der MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid)-Methode
bestimmt und als Prozent der unbehandelten Kontrolle dargestellt. TC so wt bzw. TC 50 pat sind die halbmaximalen
Toxizitatskonzentrationen der HEK-293-wt- (humane Embryonale Nierenzelllinie HEK-293 (,human embryonal
kidney cells*) wildtype bzw. HEK-(h)DAT-293- (HEK-293-Zellen mit stabiler Expression des humanen
Dopamintransporters)-Zelllinie. Die Punkte der Graphik reprasentieren den Mittelwert +/- SEM von mindestens drei
unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Die TC 50-Werte unterschieden sich signifikant (p< 0,05)

voneinander.
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3.1.6 R-Carboline ohne signifikanten Unterschied im Zelliberleben

Fur folgende Substanzen aus der Gruppe der Betacarboline zeigte sich nach 72 h Inkubation ein
konzentrationsabhangiger Zelluntergang beider Zelllinien ohne signifikanten Unterschied im
Zelliberleben:

Harmol:

TCsowt =22,9 £ 3,8 uM; TC 50 pat = 24,3 £ 3,0 M. Ipat = 0,9.

2-Propyl-9h-b-carbolin-2-ium:

TC sowt =259,9 £ 12,5 pM; TC 50 pat = 236,3 £ 15,7uM. Ipat = 1,1.

6-Methoxy-Tetrapyridol (6-Methoxy-1,2,3,4-Tetrahydro-9h-pyrido (3,4-b)indol)

TCsowt =474,2 £ 46,5 uM; TC sopar = 712,3 £ 94,6 uM. lpar = 0,7.

Tetrapyridol (1,2,3,4-Tetrahydro-9h-pyrido (3,4-b)indol)

TCsowt =131,0 £ 14,3 pM; TC 50 pat = 163,6 £ 9,1 uM. Ipar = 0,8.

6-Methoxy-Harmalan:

TC sowt = 137,7 £ 9,1 uM; TC s0par = 135,5 + 12,7 uM. Ipar = 1,0.
2,9-Dimethyl-4,9-dihydro-3h-R-carboline-2-ium:

TC sowt =238,3 £ 8,1 uM; TC 50pat =210,4 £ 11,5 uM. Ipar=1,1.

2-Methyl-Isoharmalinium:

Aufgrund mangelnder Substanzmenge wurde nur ein Versuch durchgefiihrt, hierbei ergaben sich
Werte von

TC 50wt > 300 pM; TC 50 pat ebenfalls > 300 uM

Harmane-1,2,3,4- tetrahydro-3-carboxyl:

TC 50wt > 1000 pM; TC 50 pat > 1000 pM.
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3.2 Konzentrationsabhéngige Effekte der Isoquinoline auf das
Zelluberleben

Fur alle vier in dieser Studie untersuchten Isoquinolinderivate zeigte sich nach 48 h Inkubation ein
konzentrationsabhangiger Zelluntergang beider Zelllinien, jedoch ohne signifikanten Unterschied im
Zelliberleben:

1-Methyl-Tetrahydroisoquinolin

TC sowt > 1000 uM; TC 50 pat > 1000 uM

1-Benzyl-6,7-dimethoxy-3,4- Dihydroisoquinolin

TC sowt=61,2 £ 3,5 uM; TC s0pat = 91,7 £ 205 pM. Ipar=0,7.
6,7-Dimethoxy-1,2,3,4-Tetrahydroisoquinolin

TC sowt > 1000uM; TC 50 par > 1000 uM

1-Benzyl-3,4-Dihydroisoquinolin

TC 50wt = 286,6 £ 109,0 uM; TC 50 pat = 289,4 + 96,4 M. Ipat=1,0.
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3.3 Zusammenfassung der toxikologischen Daten

Tabelle 1: Zusammenfassung der halbmaximal toxischen Konzentrationen (in uM: Mikromol) von HEK-293-Zellen
(TC s0wt) und HEK-(h)DAT-Zellen (TC s0pat) nach 48 h Inkubation mit der jeweiligen Substanz, gemessen mit der
MTT-Methode (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid-Methode). Die Werte représentieren
die effektive mittlere Konzentration + Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Versuchen, welche
einen 50-prozentigen Zelluntergang der Zelllinien bewirkt. Ipa ist definiert als der Quotient TC sowt / TC 50 pat und
stellt einen Parameter fir die DAT-abhangige Toxizitat dar. Die Signifikanz p wurde mit dem unpaired student’s t-
test berechnet. TC 5o pat unterscheidet sich signifikant vom zugehorigen TC s wt - Wert bei *p< 0,05, ** p< 0,01.
HEK-(h)DAT: HEK-293-Zellen mit stabiler Expression des humanen Dopamintransporters; HEK-293: Humane

Embryonale Nierenzelllinie HEK-293 (,human embryonal kidney cells®). Anmerkung zu # : aufgrund fehlender

Substanzmenge wurde lediglich ein Versuch durchgefiihrt.

Getestete Substanz

lpaT

TC sowt (UM) TC 50 pat (UM)
Betacarboline
Norharman
129,9+£ 8,2 176,7 £ 17,4 0,7
2-Methyl-Norharmanium
326,8 + 19,3 1470+ 11,2 2,2
2,9-Dimethyl-Norharmanium
82,8 +5,7 62,1+51* 1,3
Harmine
36,3+ 8,9 374+92 1,0
2-Methyl-Harminium
103,1+£21,2 343+37" 3,0
2,9-Dimethyl-Harminium
214+28 47+04 4,5
Harmane
63,1+79 729+93 0,9
2-Methyl-Harmanium
204,7 +6,2 1264 £42* 1,6
2,9-Dimethyl-Harmanium
72,7+6,3 294+0,6™ 2,5
Harmaline
529+47 76,4 +10,6 0,7
2-Methyl-Harmalinium
62,5+ 3,0 46,9+5,2 1,3
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Harmalol
230,4 + 28 /4 1101 £ 11,7 * 2,1
1,2-Dimethyl-9h-3-carboline-2ium
166,58 + 9,25 128,81 £ 8,80 * 1,29
Harmol
229+38 24,3+3,0 0,94
2-Propyl-9h-i3-carbolin-2-ium
2599+ 12,5 236,3 + 15,7 11
6-Methoxy-Tetrapyridol / 6-Methoxy-
1,2,3,4-Tetrahydro-9h-pyrido (3,4- 474,2 £ 46,5 7123+ 94,6 0,7
b)indol
Tetrapyridol / 1,2,3,4-Tetrahydro-9h-
pyrido (3,4-b)indol 131,0+£ 14,3 163,6 £ 9,1 0,8
6-Methoxy-Harmalan
137,7 £ 9.1 135,5 12,7 1,0
2,9-Dimethyl-4,9-dihydro-3h-R-
carboline-2-ium 238,381 2104 £ 11,5 1,1
2-Methyl-Isoharmalinium #
> 300 >300 -
Harmane-1,2,3,4-tetrahydro-3-
carboxyl >1000 >1000 -
Isoquinoline
1-Methyl-Tetrahydroisoquinolin
>1000 >1000 -
1-Benzyl-6,7-dimethoxy-3,4-
Dihydroisoquinolin 61,2+35 91,7 £ 205 0,7
6,7-Dimethoxy-1,2,3,4-
Tetrahydroisoquinolin >1000 > 1000 -
1-Benzyl-3,4-Dihydroisoquinolin
286,6 = 109,0 289,4 +96,4 1,0

Die Potenz der untersuchten signifikant DAT- spezifischen toxischen Substanzen ist wie folgt:
2,9-Dimethyl-Harminium >  2-Methyl-Harminium > 2,9-Dimethyl-Harmanium > 2-Methyl-
Norharmanium > Harmalol > 2-Methyl-Harmanium > 2,9-Dimethyl-Norharmanium > 1,2-Dimethyl-9h-

R-carboline-2-ium.
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3.4 Intrazellulare Toxinaufnahme in HEK-293- und HEK-(h)DAT-293-
Zellen / Uptake-Versuche

3.4.1 Intrazellulare Aufnahme der 3-Carboline

Die konzentrationsabhangige DAT-vermittelte intrazellulare Aufnahme von Norharman, Harmane,
Harmine, Harmaline und ihren methylierten Derivaten wird nach 10-minutiger Inkubation mit der
Fluoreszenzmessung semiquantitativ dargestellt. Die Fluoreszenzmessung basiert auf der starken
Autofluoreszenz der Pyrido-Indole (Spenser 1956). Die Exzitationswellenlange betrug 280 nm, die
Emissionswellenlange 450 nm. Der DAT-unabhangige intrazellulare Transport in die HEK-(h)DAT-
293-Zellen wird mittels 15-minutiger Vorinkubation mit dem DAT- Inhibitor GBR 12909 bestimmt und
als Hintergrund abgezogen. Vorversuche mit Inkubationsdauer von 0-60 Minuten hatten fiir das
Intervall von 0-10 Minuten eine lineare intrazellulare Aufnahme ergeben (Abb.14). Die Punkte der
Graphik reprasentieren den Mittelwert + Standardabweichung von mindestens drei unabhangig
voneinander durchgefiihrten Experimenten.

Exemplarisch wird die Aufnahme von Norharman und seinen Derivaten in Abbildung 14 dargestellt:
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Abbildung 14: A) Zeitabhéngige intrazelluldre Aufnahme von Norharman, 2-Methyl-Norharmanium und 2,9-Di-
methyl-Norharmanium in HEK-(h)DAT-293-Zellen: HEK-(h)DAT-293-Zellen wurden fiir bis zu 60 Minuten mit einer
100 uM Lésung der jeweiligen Substanz inkubiert, danach wurde die akkumulierte Substanzmenge mit der Fluor-
eszenzmessung bestimmt. Fiir das Intervall von 0-10 Minuten ergab sich eine lineare Aufnahme, nach 60 Minuten
kommt es zu einer Sattigung der intrazellularen Aufnahme. B-D) Konzentrationsabhangige intrazellulére Aufnahme
von Norharman (B), 2-Methyl-Norharmanium (C) und 2,9-Dimethyl-Norharmanium (D) in HEK-293-wt-Zellen (offe-
ne Symbole) und HEK-(h)DAT-293-Zellen (geschlossene Symbole): HEK-(h)DAT-293-Zellen und HEK-293-Zellen
wurden 10 Minuten mit unterschiedlichen Konzentrationen (0-500uuM) der entsprechenden Substanz inkubiert, die
akkumulierte Substanzmenge wurde anhand der Fluoreszenzmessung bestimmt. Der Dopamintransporter-unab-
hangige intrazellulare Transport in die HEK-(h)DAT-293-Zellen wurde mittels 15-minitiger Vorinkubation mit dem
Dopamintransporterinhibitor GBR 12909 (1-[2-[bis(4-fluorophenyl)metoxy]etyhl]-4-[3-phenyl-propyl]-Piperacin Dihy-
drochlorid) bestimmt und als Hintergrund abgezogen. Die Punkte der Graphik reprasentieren den Mittelwert +
Standardabweichung von mindestens drei unabhéngig voneinander durchgeflhrten Experimenten. HEK-293-wt:
Humane Embryonale Nierenzelllinie HEK-293 (,human embryonal kidney cells*)- wildtype; HEK-(h)DAT-293: HEK-

293-Zellen mit stabiler Expression des humanen Dopamintransporters; uM: Mikromol.
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Tabelle 2: Zusammenfassung der aus den Uptake-Versuchen durch nicht-lineare Regressionsanalyse ermittelten
Michaeliskonstanten (Kr), maximale Aufnahmegeschwindigkeiten (vmax) und Hill-Koeffizienten (ny) der jeweiligen

Substanzen. N.a., nicht (iber den Dopamintransporter akkumuliert. # Daten aus Storch et al. 1999, 2002. puM:
Mikromol; pM: Picomol; min: Minute; well: Vertiefung; MPP*: 1-Methyl-4-phenyl-Pyridinium.

Substanz Km (uM) v max (pM/min/well) | nH
[*H]Dopamin

23,0+ 3,7# 244 + 27# 1,05 +0,13*
[*HJMPP+

25,3 +59% 167 + 35% 1,25 +0,21#
Norharman

n.a. n.a. n.a.
2-Methyl-Norharmanium

58,087 21,3+13 1,40 £ 0,20
2,9-Dimethyl-Norharmanium

=114 12+0,3 1,10 £ 0,30
Harmane

n.a. n.a. n.a
2-Methyl-Harmanium

48,3+9,2 12,8 £0,9 1,07+ 0,16
2,9-Dimethyl-Harmanium

15,0 £ 2,1 80+04 1,77 £ 0,44
Harmine

n.a. n.a. n.a.
2-Methyl-Harminium

741196 17,3+1,3 1,64 0,21
2,9-Dimethyl-Harminium

32750 27072 1,98 £ 0,58
Harmaline

n.a. n.a. n.a.
2-Methyl-Harmalinium

31,7+26 1,1+0,1 2,87 £0,58

Die Affinitdten der akkumulierten Substanzen waren bis auf eine Ausnahme bei allen getesten
Substanzen niedriger als die von Dopamin oder MPP* mit bis zu 4-5 fach héheren Ky-Werten als flr
Dopamin bzw. MPP*. Lediglich bei 2,9-Dimethyl-Harmanium war die Michaeliskonstante niedriger,
das heilt die Affinitdt hoher als bei MPP* bzw. Dopamin. Des Weiteren sind die maximalen
Aufnahmegeschwindigkeiten aller Betacarbolinderivate 12-220-mal kleiner als die von Dopamin oder
MPP*. Alle 2-N-methylierten Substanzen wurden ber den DAT akkumuliert, die Substanzen, denen
eine 2-Methyl-Gruppe fehlt, zeigten keine signifkante Aufnahme in HEK-(h)DAT-293-Zellen
gegenuber HEK-293-Zellen. Die HEK-293-wt-Zellen zeigten bei keinen der getesteten Betacarboline

eine signifikante Akkumulation.
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3.4.2 Korrelationen zwischen Aufnahmekinetik und Toxizitét

Um bestehende Korrelationen zwischen der Aufnahmekinetik und der Toxizitat festzustellen, wurden
die Michaeliskonstanten (Km) und die maximalen Aufnahmegeschwindigkeiten (Vmax) gegen die Ipat-
Werte aufgetragen (Abb.15). Hierbei konnte keine Relation zwischen vmax und den Ipar-Werten
(Pearson’s Korrelationskoeffizient r= 0,05), jedoch eine schwache Relation zwischen Ky, und den

IoaT-Werten (Pearson’s Korrelationskoeffizient r= -0,31) gefunden werden.
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Abbildung 15: Korrelation der Dopamintransporter (DAT)-vermittelten Toxizitat mit den Aufnahmeparametern der
R-Carboline. Michaeliskonstanten (Km) und maximale Aufnahmegeschwindigkeiten (vmax) sind gegen den Ipar auf-
getragen, welcher als Quotient von TC 5o wt (halbmaximale Toxizitatskonzentration der HEK-293-wt- (Humane Em-
bryonale Nierenzelllinie HEK-293) / TC sopat (halbmaximale Toxizitatskonzentration der HEK-(h)DAT-293-Zelllinie
(HEK-293-Zellen mit stabiler Expression des humanen Dopamintransporters) einen Parameter fiir die DAT-abhan-
gige Toxizitét einer jeweiligen Substanz darstellt. (A) Zwischen Ky und den Ipar-Werten (adjustierter Determina-
tionskoeffizient Rz = 0,36, p= 0,09. Pearson’s Korrelationskoeffizient r=-0,31) gab es eine schwache Relation,

(B) zwischen vmax und den Ipat-Werten (R2= 0,05, p=0,2. r = 0,05) hingegen gab es keine Relation.
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4. Diskussion

In dieser Studie wurde die Toxizitat von R-Carbolinen und Isoquinolinen auf HEK-293-Zellen und die
stabil mit dem Dopamintransporter transfizierten HEK-(h)DAT-293-Zellen untersucht. Die im Rahmen
dieser Studie erhobenen Ergebnisse zeigen eine konzentrationsabhéngige Zytotoxizitat flr die
untersuchten Betacarboline sowohl auf HEK-293-Zellen (wildtype) als auch fur HEK-(h)DAT-293-
Zellen. Im Gegensatz dazu zeigten nur die am N2-Atom methylierten Betacarboline eine siginifikant
erhohte Toxizitat bei der HEK-(h)DAT- gegenilber der parentalen HEK-293-Zelllinie. Die durch N-
Methylderivate vermittelte selektive Toxizitat wurde komplett durch den DAT-Inhibitor GBR 12909
geblockt. Die Reihenfolge der selektiven Zytotoxizitat gegeniber der HEK-(h)DAT-293-Zelllinie war
wie folgt: 2,9-Dimethyl-Harminium > 2-Methyl-Harminium > 2,9-Dimethyl-Harmanium > 2-Methyl-
Norharmanium > 2-Methyl-Harmanium > 2,9-Dimethyl-Norharmanium. Die TC 5o par- Werte waren bis
maximal 4,5-fach kleiner als die TC 50 wt -Werte. Harmalol ist die einzige nicht 2N-methylierte
Substanz mit DAT-spezifischer Toxizitat. Fir Norharman, Harmane, Harmine, Harmaline und ihre
2N-methylierten, bzw. 2,9-dimethylierten Derivate wurde im Uptakeversuch demonstriert, dass eine
DAT-vermittelte intrazellulare Aufnahme nur flr die methylierten Derivate stattfindet. Vergleicht man
die konzentrationsabhangigen Effekte auf das Zelliberleben (Tabelle 1) mit den Ergebnissen aus
den Uptake-Versuchen (Tabelle 2) stellt man fest, dass alle Betacarbolinderivate, welche eine
signifikante DAT-vermittelte Toxizitat zeigen auch spezifisch durch den DAT in die Zelle transportiert
werden. Keine der getesteten Substanzen hat eine DAT-abhangige Toxizitat ohne durch den DAT
aufgenommen zu werden. 2-Methyl-Harmalinium zeigt als einzige getestete Substanz eine DAT-
spezifische intrazellulare Aufnahme ohne DAT-vermittelte Toxizitat. Zwischen der DAT- vermittelten
Toxizitat Ipat und den Michaeliskonstanten besteht eine schwache Relation.

Die untersuchten Isoquinoline zeigten einen konzentrationsabhangigen Zelluntergang beider
Zelllinien ohne signifikanen Unterschied, die toxische Wirkung von 1-Me-TIQ und 6,7-Dimethoxy-
1,2,3,4-TIQ ist vergleichsweise gering mit TC so-Werten von > 1000 puM bei beiden Zelllinien.

In vielen Untersuchungen zum MPP*- induzierten Zelltod wurden primare mesenzephale Kulturen
oder dopaminerge Neuroblastomzellen verwendet (Mytilineou und Friedman 1988, Michel et al.
1990, Kutty et al. 1991, Itano und Nomura 1995), obwohl mesenzephale Zellkulturen nur eine
geringe Anzahl dopaminerger Neurone enthalten (Michel et al. 1990) und daher flir biochemische
Analysen nicht geeignet sind. Neuroblastomzellen sind relativ wenig sensibel fur MPP* (Spina et al.
1992, Itano und Nomura 1995, Kutty et al. 1991), was eine hochkonzentrierte Exposition fur
Versuchszwecke notwendig macht, die unspezifische Effekte haben konnte (Ambrosio et al. 1996).
Daher verwendeten wir in unseren Versuchen humane Nierenzelllinien, welche durch Transfektion

den (h)DAT stabil exprimieren (Storch et al. 1999). Die in dieser in vitro-Studie verwendeten
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Zellmodelle HEK-293 (wildtype) und HEK-(h)DAT-293 unterscheiden sich lediglich durch das
Vorhandensein des Dopamintransporters, der in der HEK-(h)DAT-293-Zelllinie stabil exprimiert wird.
HEK-(h)DAT-Zellen zeigen eine hohe Sensitivitat und Selektivitiat fir MPP*- vermittelte Toxizitat
(Storch et al. 1999, Storch et al. 2002). Die Dopaminaufnahmekinetik ist ahnlich wie die anderer
Modelle (Pifl et al. 1993, Buck und Amara 1994, Pifl et al. 1996, Kitayama et al. 1998), mit 5-10 fach
hoheren K- Werten im Vergleich zum DAT in Synaptosomen aus dem Striatum der Ratte (Pifl et al.
1993, Matsubara et al. 1998b). In vivo kénnten nach der intrazellularen Aufnahme durch den DAT
relevante Unterschiede in den intrazelluldren Toxizitdtsmechanismen bestehen zwischen
dopaminergen Neuronen und unseren nicht- neuronalen Zelllinien. Wie flir MPP* gezeigt wurde, wird
die Neurotoxizitat nicht nur durch die Inhibition der mitochondrialen Komplex [-Aktivitat in den
dopaminergen Zellen verursacht, sondern auch durch die zytosolische Clearance des Neurotoxins
durch den vesikularen Monoamintransporter 2, der die Neuformation von u.a. Dopaminvesikeln
bewirkt und die Interaktionen mit Dopamin oder dem Enzym Tyrosinhydroxylase moduliert
(Przedborski et al. 2000). Die meisten dieser Faktoren sind in den HEK-(h)DAT-Zellen nicht
exprimiert, die intrazellularen Toxizitats- und Abbaumechanismen entsprechen nicht denen
dopaminerger neuronaler Zellen in vivo. Hier kdnnten also zwischen dopaminergen Neuronen und
unseren nicht- neuronalen Zellmodellen relevante Unterschiede in den Toxizitatsmechanismen
bestehen. Dennoch sind unsere Zelllinien gute Modelle zur Erforschung der Rolle des DAT bei der
Vermittlung der Selektivitat der dopaminergen Toxizitat potentieller Neurotoxine. Mit ihnen kann die
DAT-spezifische Zytotoxizitdt und intrazelluldre Aufnahme der getesteten Substanzen bestimmt

werden.

4.1 Der Dopamintransporter in der Atiopathogenese des IPS

Der Dopamintransporter scheint aufgrund mehrerer Studien fir die selektive dopaminerge
Degeneration beim IPS eine zentrale Rolle zu spielen: Cerruti et al. beobachteten 1993, dass
ausserhalb des basalen Mittelhirns nur wenige oder keine dopaminergen Neuronen beim IPS
beschadigt waren. Single-Photon-Emissions-Tomographiedarstellungen (SPECT) weisen in vivo
reduzierte Dopamintransporterbindungen bei Parkinsonpatienten auf (Booij et al. 1997, Booij et al.
1998), die Blockierung des DAT bewirkt in vivo eine verlangerte Wirkung von L-Dopa bei
Parkinsonpatienten (Nutt et al. 2004). Genetische Studien zum humanen Dopamintransporter,

dessen Gen sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 5 befindet (5p15.3) (Giros et al. 1992),
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wiesen bestehende Polymorphismen nach (Morino et al. 2000; Sano et al. 1993). Ob
Polymorphismen des DAT mit dem IPS assoziiert sind, bleibt noch unklar: In der Studie von Leighton
konnte kein Unterschied in der Genetik des DAT bei Parkinsonpatienten im Vergleich zur gesunden
Bevolkerung gefunden werden (Leighton et al. 1997), andere Autoren vermuten, dass mit dem IPS
assoziierte Genpolymorphismen des DAT bestehen und zu einer erhdhten Suszeptibilitat beitragen
konnten, zum Beispiel durch gesteigerte zellulare Aufnahme oder Akkumulation neurotoxischer
Substanzen (Kim et al. 2000; Le Couteur et al. 1997).

Exogene und endogene Toxine, welche durch den DAT in die Zelle transportiert werden und dort die
mitochondriale Atmungskette pathologisch beeinflussen, kénnten eine Rolle in der Pathogenese des
IPS spielen. Flr die neurotoxische Wirkung von MPP+* ist die DAT-vermittelte Aufnahme in
dopaminerge Neuronen essentiell, bevor es intrazellular Uber eine Inhibition des Komplex | der
mitochondrialen Atmungskette zur neuronalen Degeneration flihrt (Przedborski et al. 1998;
Gainetdinov et al. 1997). Die weiteren intrazellularen Mechanismen, durch die MPP* letztlich zum
Zelluntergang fuhrt, sind noch unklar. Diskutiert werden verschiedene mogliche Faktoren wie
oxidativer Stre® mit verstarkter Lipidperoxidation, ubermassigem intrazellularem Calciumeinstrom
und Hemmung der Dopaminsynthese durch Inhibition des Enzyms Tyrosinhydroxylase (Matsubara
et al. 1995; Przedborski et al. 1998; Gonzalez-Polo et al. 2004). Wie fir MPP* scheinen auch die
strukturell verwandten Isoquinoline und R-Carboline, insbesondere die 2,9-Dimethyl-R-Carbolin-
Derivate, die Eigenschaft zu besitzen, den Komplex | der mitochondrialen Atmungskette zu hemmen,
wie in vitro-Studien an Rattenlebermitochondrien, an Phaochromozytom 12-Zellen der Ratte sowie
an primaren dopaminergen Zellkulturen aus dem Mesenzephalon von Mausen implizieren (Cobuzzi
et al. 1994; Hamann et al. 2006 ; Seaton et al. 1997; Albores et al. 1990).

4.2 Dopaminerge Toxizitat von [3-Carbolinen

Bei den R-Carbolinderivaten handelt es sich um eine Substanzgruppe mit nachgewiesener
dopaminerger Toxizitat (Cobuzzy et al. 1994; Collins et al. 1995; Matsubara et al. 1998a), die
wahrscheinlich durch den DAT transmembrands transportiert werden (Drucker et al. 1990;
Matsubara et al. 1998b). Erhohte Spiegel von R-Carbolinen und eine erhohte Aktivitat der
synthetisierenden Enzyme im Gehirn von Parkinsonerkrankten machen zudem eine pathogenetische
Rolle der B-Carboline wahrscheinlich: 2,9-Dimethyl-Norharmanium wurde im Liquor bei der Halfte
der getesteten Parkinsonerkrankten gefunden, nicht jedoch bei Kontrollen. Der Gesamtgehalt an

methylierten -Carbolinen war signifikant hoher bei der Gruppe der Parkinsonerkrankten gegentiber
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den Kontrollen (Matsubara et al. 1995). Weiterhin ist eine enzymatische Aktivitat von N-
Methyltransferase im Gehirn von Saugetieren und Menschen vorhanden (Gearhart et al. 1997;
Gearhart et al. 2000; Gearhart et al. 2002). Diese N-Methyltransferase transferiert die 9-
Methylgruppe der R-Carboline, ihre Aktivitat ist in post mortem Proben aus dem frontalen Kortex
Parkinsonerkrankter vierfach erhéht im Vergleich zur Kontrolle (Gearhart et al. 2000). Diese
Studienergebnisse stimmen mit dem Konzept iberein, dass sowohl B-Carbolinderivate als auch
biologische Methylierungsprozesse eine Rolle in der Pathogenese zumindest einer Untergruppe des
IPS spielen kénnten (Waring et al. 1989; Charlton und Mack 1994; Charlton und Crowell 1995).

Die Bedeutung der DAT-vermittelten dopaminergen Toxizitat von (3-Carbolinen, insbesondere von 2-
N-methylierten Derivaten, bleibt unklar; bisher gab es keine systematische Analyse von R-
Carbolinderivaten, die ihre Potenz, Selektivitdt und strukturellen Anforderungen fir die DAT-
vermittelte Zytotoxizitat als auch fiir ihre intrazellulare Aufnahme bestimmen.

Die im Rahmen dieser Studie erhobenen Ergebnisse zeigen eine konzentrationsabhangige
Zytotoxizitat im hohen Mikromolarbereich flr die untersuchten R-Carboline sowohl auf HEK-293-
Zellen als auch fur HEK-(h)DAT-293-Zellen. Im Widerspruch zu den Ergebnissen anderer Studien
gibt es keine klare Beziehung zwischen der Struktur der Substanz und ihrer zytotoxischen Effekte in
HEK-293-Zellen: Weder die Lipophilitat (Biagi et al. 1989) noch die Potenz, die mitochondriale
Atmungskette zu inhibieren (Hoppel et al. 1987, Albores et al. 1990, Fields et al. 1992, Krueger et al.
1993), korrelieren mit der Rangliste der Toxizitat. Im Gegensatz dazu zeigten auffélligerweise
zumeist R-Carboline, die am 2N-Atom methyliert sind eine signifikante DAT-spezifische
neurotoxische Wirkung auf HEK-(h)DAT-293-Zellen mit folgender Reihenfolge der DAT-vermittelten
Zytotoxizitat (lpar): 2,9-Dimethyl-Harminium > 2-Methyl-Harminium > 2,9-Dimethyl-Harmanium > 2-
Methyl-Norharmanium > Harmalol > 2-Methyl-Harmanium > 2,9-Dimethyl-Norharmanium > 1,2-
Dimethyl-9h-b-carboline-2-ium. Die TC 50 pat-Werte waren bis maximal 4,5-fach kleiner als die TC so
w-Werte. Die durch N-Methylderivate vermittelte selektive Toxizitat wurde vollstandig durch den
DAT-Inhibitor GBR 12909 geblockt. Diese Tatsache liel® eine wichtige Rolle der DAT-Expression fir
die Anfalligkeit der Zelllinie gegenlber toxischen Effekten bestimmter R-Carboline vermuten.

Auch in der Studie von Hamann et al. zeigte 2,9-Dimethyl-Norharmanium eine zytotoxische Wirkung
auf dopaminerge Zellen (Hamann et al. 2006). Hamann et al. fiihrten die zytotoxische Wirkung von
2,9-Dimethyl-Norharmanium auf die Generierung von oxidativem Stress zurUck, hierfur sprachen die
Zunahme an freien Radikalen, eine erhdhte Caspase3- Aktivitat, die Abnahme des ATP-Gehaltes
und eine fehlende Dopamintransporter-vermittelte intrazellulare Aufnahme.

Um die DAT-vermittelte Toxizitat von R-Carbolinderivaten mit der zellularen Aufnahme durch das

DAT-Molekdl zu vergleichen, untersuchte ich ebenfalls die DAT-abhangige transmembrandse



- 46 -

Aufnahme in HEK-(h)DAT-293-Zellen. Bisher wurden diesbezuglich Methoden publiziert, die
allerdings nur die DAT-Bindung oder die Inhibitionskapazitdt auf die Dopaminaufnahme von RB-
Carbolinderivaten beschrieben (Drucker et al. 1990). Fur diesen Uptakeversuch verwendeten wir die
fluoreszierende Eigenschaft von R-Carbolinen. Dies hatte den Vorteil, dass wir die zelluldre
Akkumulation von B-Carbolinen messen und damit die Aufnahmekinetikparameter Km und Vmax
bestimmen konnten.

Diese Versuche zeigten, dass alle untersuchten 2-N-methylierten und 2,9-N-dimethylierten R-
Carboline durch den DAT in die Zelle transportiert wurden mit bis zu 5-fach héheren Ky- und 12-220
fach kleineren Vmax- Werten, verglichen mit Dopamin und MPP* (Storch et al. 1999, Storch et al.
2002). Mit den Ergebnissen aus den Toxizitatsstudien bedeutet dies, dass alle 2-Methyl- bzw. 2,9-
Dimethyl-R-Carboline mit signifikant DAT-vermittelter Toxizitat auch spezifisch durch den DAT in die
Zelle transportiert werden. Unsere Ergebnisse stehen damit im Widerspruch zu denen von Hamann
et al. (Hamann et al. 2006), die keine DAT-vermittelte intrazellulare Aufnahme von 2,9-Dimethyl-
Norharman nachweisen konnten. Bei den in den Uptakeversuchen untersuchten Substanzen besitzt
keine eine DAT-spezifische Toxizitat ohne intrazellulare Aufnahme durch den DAT. Es besteht eine
schwache Korrelation zwischen der DAT-vermittelten Selektivitat (loat) und der Affinitat von B-
Carbolinen zum DAT (Km), jedoch keine zwischen Ipar und der Aufnahmegeschwindigkeit durch den
DAT (vmax). Deshalb ist anzunehmen, dass insbesondere die Substanzen mit im Vergleich zum
MPP* niedrigen Affinitatswerten zum DAT (hohere Kn-Werte) die moderate Selektivitat dieser
Substanzen zu DAT-exprimierenden Zellsystemen erklaren konnen.

Interessanterweise zeigte nur ein R-Carbolinderivat, das 2-N-Methyl-Harmalinium, eine spezifische
intrazellulare Aufnahme durch den DAT, jedoch keine signifikante DAT-vermittelte Toxizitat. Eine
mogliche Erklarung fir die fehlende Toxizitdt konnte durch den hohen K- Wert, die niedrige
maximale Aufnahmegeschwindigkeit (Vmax) und die niedrige mitochondriale Inhibitionskapazitat
(Krueger et al. 1993) gegeben sein. Ubereinstimmend mit diesem Ergebnis ist, dass die
dopaminerge Toxizitat von 2-N-Methyl-Harmalinium durch DAT-Inhibitoren (Collins et al. 1995) nicht
verhindert werden konnte, was einen DAT-unabhangigen Mechanismus der Toxizitat maoglich
erscheinen lasst. Das wirde einen - verglichen mit den anderen untersuchten 2-N-methylierten R-
Carbolinen - unterschiedlichen Wirkmechanismus bedeuten. Fir 2-Methyl-Isoharmalinium wurde
aufgrund eines Mangels an Substanzmenge lediglich ein Versuch durchgefuhrt, bei dem es - wie
beim 2-Methyl-Harmalinium - zwar zu einer konzentrationsabhangigen Zellreduktion in beiden
Zelllinien kam, jedoch keine DAT-spezifische Toxizitat nachgewiesen wurde. Versuche, die dieses
Ergebnis bestatigen, sowie Uptake-Versuche mit dieser Substanz sind aufgrund der sehr nahen
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strukturellen Verwandtschaft mit 2-Methyl-Harmaline besonders interessant und kénnten weiteren
Aufschlu dber die molekularen Anforderungen an DAT-Substrate bringen.

Auch das 2,9-Dimethyl-4,9-dihydro-3h-R-carboline-2-ium zeigt trotz 2-N-Methylierung keine DAT-
spezifische Toxizitat. Leider gibt es bisher keine andere Studie, in der diese Substanz im Hinblick auf
Zytotoxizitat untersucht wurde. Mdglicherweise ist die Substanz durch die verzweigte Molekilstruktur
kein geeignetes Substrat flir den DAT.

Harmalol andererseits ist bei den hier durchgeflihrten Toxizitatsversuchen die einzige nicht 2-
methylierte Substanz mit DAT-spezifischer Toxizitat. In der Studie von Kim et al. (Kim et al. 2001)
bewirkte Harmalol allerdings keine signifikante Zytotoxizitat auf PC-12-Zellen. Es bewirkte zwar eine
Inhibition der mitochondrialen Atmungskette, verstarkte jedoch die negative Wirkung der
Katecholamine nicht. Harmalol reduzierte sogar die durch Dopamin und 6-Hydroxydopamin
ausgeloste Mitochondrienschwellung im Gehirngewebe der Maus und das katecholamininduzierte
Absterben von PC12-Zellen. Auch Lee und Kollegen (Lee et al. 2000) bestatigen die
toxizitatsmildernde Wirkung von Harmalol: es schwacht die durch MPTP verursachte Schadigung
von Gehirnzellen der Maus und den durch MPP* induzierten Schaden an Mitochodrien ab. Diese
scheinbar widersprichlichen Ergebnisse spiegeln die Spezifitat - und Problematik der Zellmodelle -
wider. Doch auch hier konnte die Untersuchung des Harmalols im Uptake-Versuch Klarheit bringen.
Sollte sich die DAT-spezifische Toxizitat durch die Aufnahme von Harmalol Gber den DAT erklaren
ware dies ein Zeichen dafir, da Harmalol und die in den anderen Versuchen verwendeten
toxischen Substanzen kompetitive Substrate des DAT sind.

Die in dieser Studie verwendeten (3-Carbolinderivate ermdglichen zwar keine quantitative Struktur-
Selektivitats-Beziehung, dennoch zeigt sich eine qualitative Richtung: Die intramolekulare Distanz
zwischen dem Stickstoffatom und dem Zentrum des Benzen- oder Katecholrings ist eine der
wichtigen Faktoren fiir die Affinitat der Substanzen zum Dopamintransportmolekdil. Die Konformation
des Dopaminmolekils auf der Aufnahmeseite des Dopamintransporters ist die extendierte oder
trans-Form (Horn et al. 1974, Meiergerd und Schenk 1994). Der Abstand vom Stickstoffatom zum
Ringzentrum beim MPP* und bei den R-Carbolinderivaten ist sehr ahnlich zu dem bei der
extendierten Dopaminformation. Die Ladung des Stickstoffatoms scheint ein weiterer wichtiger
Faktor flir die Affinitdt zum DAT als auch fir den DAT-vermittelten Transport einer Substanz zu sein
(Matsubara et al. 1998b). Tatsachlich sind die DAT-vermittelte Toxizitat und die intrazellulare
Aufnahme auf die 2N-methylierten 3-Carboline beschrankt, welche eine Ladung vergleichbar mit der
des Dopamins besitzen. Strukturell identischen, jedoch neutralen Substanzen hingegen fehlt diese
selektive Toxizitat gegenuber DAT-exprimierenden Zelllinien.
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4.3 Dopaminerge Toxizitat von Isoquinolinen

Bei den hier untersuchten Isoquinolinderivaten fand ein konzentrationsabhangiger Zelluntergang
ohne signifikanten Unterschied zwischen den beiden Zelllinien statt. Fir 1-Methyl-TIQ und 6,7-
Dimethoxy-TIQ lagen die TC so-Werte Uber der Hochstkonzentration von 1000 uM, bei 1-Benzyl-6,7-
Dimethoxy-3,4-dihydro-Isoquinolin und 1-Benzyl-3,4-dihydro-Isoquinolin lagen sie im mittleren
Mikromolarbereich.

Die im Vergleich zu B-Carbolinen hohen TC so-Werte passen zu Beobachtungen von McNaught et al
(1996), bei denen Isoquinoline im Vergleich zu R-Carbolinen schwachere Inhibitoren des
Dopaminaufnahmesystems sind. Dies kdnnte daran liegen, dass der Abstand zwischen N-Atom und
dem Zentrum des Benzen- oder Katecholrings wesentlich kirzer ist als im Dopamin oder MPP*. Die
Quaternisation von Katechol-Isoquinolinen bewirkte in der Studie von Matsubara et al. (1998b) einen
Verlust der Affinitat fir den DAT-vermittelten Influx. Dies wirde erklaren, weswegen 2-Methyl-
Salsolinol weniger potent ist als R-Salsolinol. Die Hypothese von Matsubara ist, dass Katechol-
Isoquinoline bereits wie Dopamin geladen und damit das geeignetere Substrat flir den DAT sind.
Matsubara berichtet (iber eine DAT-vermittelte, konzentrationsabhangige (Konzentrationen zwischen
0,5- 10 oder 1-25 uM) Akkumulation von unter anderem R-Salsolinol (Kn = 23,64 UM, Vmax = 3,57
pmol/mg Protein pro Min) und 2-Methyl-Isoquinolin (Km = 10,30uM, Vmax = 2,65 pmol/mg Protein pro
Min.) in  Synaptosomen der Ratte. 2-Meythl-R-Salsolinol wurde nur bei hoher
Inkubationskonzentration, d.h. > 10 yuM, in Synaptosomen aufgenommen. Die Aufnahme konnte
signifikant durch GBR geblockt werden. In niedrigeren Konzentrationen konnte keine Akkumulation
von 2-Methyl-R-Salsolinol festgestellt werden. Andererseits wurden in der in vitro-Studie von Storch
et al (2002) fur 2-Methyl-Isoquinolin, 2-Methyl-Norsalsolinol und 2-Methyl-Salsolinol signifikant
erhohte Toxizitaten in der mit dem humanen DAT-transferierten Zelllinie HEK-(h)DAT-293 als auch
in der Neuroblastomzelllinie der Maus, welche den Dopamintransporter der Maus stabil exprimieren
(Neuro-2A-mDAT-Zelllinie), gegentber den parentalen Zelllinien ohne DAT nachgewiesen. Die
toxischen Effekte auf die HEK-(h)DAT-293-Zelllinie konnten durch den DAT-Inhibitor GBR12909
komplett auf das Niveau in der HEK-293-Zelllinie reduziert werden, was einen DAT-vermittelten
Toxizitatsmechanismus wahrscheinlich macht.

Bei den hier untersuchten Isoquinolin-Derivaten ist ein DAT-vermittelter Toxizitdtsmechanismus
aufgrund der DAT-unabhéangigen Zelltoxizitaten nicht anzunehmen. Andere Toxizitdtsmechanismen,

wie zum Beispiel Uber eine Radikalbildung, kommen in Betracht.
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4.4 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Studie bezuglich der DAT-Rolle bei der Vermittlung der selektiven Toxizitat
von R-Carbolinen und Isoquinolinen werfen einige Fragen auf, die AnstoBe zu weiteren Forschungen
bieten: Es bleibt zu untersuchen, ob die selektive Toxizitdt und intrazelluldre Aufnahme in
dopaminerge neuronale Zellen in vitro und in vivo reproduzierbar sind, was ein weiteres
schwerwiegendes Argument flr die Schllsselrolle des DAT in der Genese des IPS ware. Dann ware
die Suche nach weiteren Substanzen mit DAT-vermittelter Toxizitdt und ihren intrazelluléren
Toxizitatsmechanismen ein wichtiger Schritt auf der Suche nach madglichen Praventionsmanahmen
oder medikamentésen Therapien. Ebenso wirden dann Untersuchungen zur Lokalisation,
Expression und funktionellen Auswirkung von Genpolymorphismen des DAT einen Beitrag zur
molekularen Erforschung des IPS darstellen, die in der Zukunft einen Ansatzpunkt fir das Screening

auf ein erhohtes IPS-Risiko und letztlich fir die Gentherapie des IPS bieten konnten.
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5. Zusammenfassung

Nach der Erforschung des MPP* (1-Methyl-4-phenyl-Pyridinium) als ein exogenes Neurotoxin,
welches ein Parkinson-ahnliches Syndrom auslost, rickten R-Carboline und Isoquinoline als
Substanzen mit MPP*- verwandten Molekulstrukturen als mdgliche ubiquitére Toxine ins engere
Forschungsfeld des Morbus Parkinson. In dieser Studie untersuchte ich mittels MTT-Test die
konzentrationsabhangige Zytotoxizitat von 21 B-Carbolin- und 4 Isoquinolinderivaten auf die HEK-
293- und die mit dem humanen Dopamintransporter transfizierte HEK-(h)DAT-293-Zelllinie. Des
Weiteren untersuchte ich die konzentrationsabhéngige intrazellulare Aufnahme von 11
Betacarbolinderivaten in diese Zelllinien anhand der Fluoreszenzmessung.

Bei den untersuchten Isoquinolinen (1-Methyl-Tetrahydroisoquinolin, 1-Benzyl-6,7-dimethoxy-3,4-
Dihydroisoquinolin, 6,7-Dimethoxy-1,2,3,4-Tetrahydroisoquinolin, 1-Benzyl-3,4-Dihydroisoquinolin)
fand ein konzentrationsabhangiger Zelluntergang ohne signifikanten Unterschied zwischen den
beiden Zelllinien statt. Fir die untersuchten 3-Carboline konnte ich zeigen, dass beim GroRteil der
2N-methylierten R-Carboline eine signifikante (p< 0,05) DAT-spezifische Toxizitat besteht. In
abnehmender Reihenfolge der selektiven Toxizitat sind dies: 2,9-Dimethyl-Harminium>2-Methyl-
Harminium>2,9-Dimethyl-Harmanium>Harmalol>2-Methyl-Norharmanium>2-Methyl-Harmanium>
2,9-Dimethyl-Norharmanium>1,2-Dimethyl-9h-R-carboline-2-ium. Die Ipar-Werte (Ipar= TC souwt / TC
50 DAT), Welche die DAT-spezifische Toxizitat anzeigen, lagen zwischen 4,5 fir 2,9-Dimethyl-Harmine
und 1,29 fur 1,2-Dimethyl-9h-R-carboline-ium. Fir die anderen untersuchten Betacarboline
(Norharman, Harmine, Harmane, Harmaline, Harmol, 2-Propyl-9h-R-carbolin-2-ium, 6-Methoxy-
Tetrapyridol, Tetrapyridol, 6-Methoxy-Harmalan, Harmane-1,2,3,4-tetrahydro-3-carboxyl, 2,9-
Dimethyl-4,9-dihydro-3h-R-carboline-2-ium, sowie = 2-Methyl-Harmalinium ergab sich eine
konzentrationsabhangige Toxizitat ohne sigifikanten Unterschied im Zellliberleben. Die halbmaximal
toxischen Konzentrationen (TC so wy pat) lagen im Mikromolarbereich, bzw. Uber der maximalen
Versuchskonzentration von einem Millimol (Harmane-1,2,3,4-tetrahydro-3-carboxyl, 6,7-Dimethoxy-
1,2,3,4-Tetrahydroisoquinolin und 1-Methyl-Tetrahydroisoquinolin). Somit ist einerseits Harmalol die
einzige nicht 2N-methylierte Substanz mit DAT-spezifischer Toxizitat, andererseits weisen 2,9-
Dimethyl-4,9-dihydro-3h-R--carboline-2-ium, 2-Methyl-Harmalinium und 2-Methyl-Isoharmalinium
trotz 2N-Methylierung keine DAT-spezifische Toxizitat auf.

In den Aufnahmeversuchen konnten nur fiir die 2N-Methyl- und 2N,9N-Dimethyl-Derivate von
Norharman, Harman und Harmine sowie fir 2N-Methyl-Harmalinium (welches keine DAT-
spezifische Toxizitat besitzt) die DAT-vermittelte intrazellulare Aufnahme nachgewiesen werden. Der
Dopamintransporter vermittelt somit die Selektivitat der durch 2N-methylierte R-Carboline induzierte

Zytotoxizitat gegenuber dopaminergen Neuronen. Zwischen den Ipat-Werten und den berechneten
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Miachaeliskonstanten Ky, als Parameter der Aufnahmekinetik besteht eine schwache Relation. Die
niedrige Affinitat von R-Carbolinen zum DAT ist wahrscheinlich der limitierende Faktor fur ihre

selektive dopaminerge Toxizitat.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse ist die Hypothese von Matsubara (Matsubara et al. 1998b)
anzunehmen, dass ein dem Dopamin &hnlicher Abstand zwischen dem 2N-Stickstoffatom und dem
Zentrum des Benzen- oder Katecholrings sowie eine Dopamin-ahnliche Ladung des Stickstoffatoms
wichtige Faktoren fur die Affinitat der Substanzen zum DAT als auch fir die intrazelluléare Aufnahme
uber ihn sind. Sie stiitzen die Hypothese, dal® selektive Toxinereignisse gegeniiber dopaminergen
Neuronen durch die DAT-vermittelte Aufnahme exogener und/ oder endogener 2N-methylierter 3-
Carbolinderivate eine wichtige Rolle in der dopaminergen Neurodegeneration beim Morbus

Parkinson spielen.
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