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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Serotonerge Halluzinogene (sHGs) wie Lysergsduredidthylamid (LSD) werden in der gegen-
wiartigen Psychopharmakologie kontrovers diskutiert. Auf der einen Seite gibt es im Zuge des
wiedererwachten Forschungsinteresses zunehmend Hinweise auf therapeutische Einsetzbar-
keit; auf der anderen Seite kann der klinisch nicht-iiberwachte Missbrauch mit Schaden fiir
Individuum und Gesellschaft einhergehen. Die psychedelische Wirkung von sHGs geht bei
wiederholter Einnahme rasch verloren, ein als Toleranz bekanntes Phdnomen. Einzig bisher
bekannte Ausnahme ist Dimethyltryptamin (DMT), fiir welches vergleichbare Toleranz nicht
nachgewiesen werden konnte. sHGs wirken primir iiber Aktivierung von Serotonin (5-HT)
2A Rezeptoren im (frontalen) Kortex (FC), sodass allgemein angenommen wird, dass die
Herabregulation ndmlicher Rezeptoren Toleranz-urséchlich ist. An experimenteller Evidenz
mangelt es jedoch. In der vorliegenden Arbeit wurde multimethodal der Frage nachgegangen,
ob LSD, DMT und/oder die 5-HT2-selektiven sHGs DOB bzw. DOI (Brom-/Iod-Dimethoxy-
amphetamin) Prozesse der 5-HT2a-Regulation anstoen. Als Tiermodelle halluzinogener 5-
HT2a-Aktivitdt wurden Shaking Behaviour sowie die in Interaktion mit umweltlicher Warme
auftretende Hyperthermie betrachtet. Mit den wichtigsten unserer Ergebnisse zeigen wir, dass
Mehrfachapplikation von LSD bzw. DOB bei Ratten zu raschem Wirkungsverlust fiihrt. Die-
ser ist — so demonstrieren Post-Mortem-Radioligand-Bindungen — von einer Abnahme der 5-
HT2a-Bindungs- und/oder der 5-HT2-G-Proteinkopplungskapazitdt im FC begleitet. Ferner
legt die von uns beobachtete Abnahme glutamaterger Bindungen nahe, dass Adaptationen in
5-HT2a-nachgeschalteten Systemen jene um 5-HT2a komplementieren. Infolge wiederholter
DMT-Applikation ist weder in vivo noch hinsichtlich der G-Proteinkopplung in vitro Toleranz
festzustellen; stattdessen tritt ein Anstieg der 5-HT2a-Bindungen auf. Untersuchungen in 5-
HT2a-exprimierenden Zellsystemen unter Einsatz von Immunzytochemie, Transphosphatidy-
lierungsmessung und RT-PCR ergidnzen die Befundlage: Wahrend LSD und DOI/-B 5-HT2a-
Rezeptoren internalisieren, das endozytotisch relevante Enzym Phospholipase D (PLD) akti-
vieren und der 5-HT2a-Neusynthese entgegenwirken, erweist sich DMT als inaktiv. In tofo
unterstiitzen unsere Daten die Annahme, dass sHGs 5-HT2a-Rezeptoren sowohl auf moleku-
larbiologischer Ebene als auch in Bezug auf physiologisches und Verhaltensoutput herabregu-
lieren. Dass unsere Befunde mechanistische Schlussfolgerungen zur 5-HT2aergen Bewusst-
seinsverdnderung beim Menschen zulassen, findet dabei vor allem darin Bekréftigung, dass

sich DMT hier wie da systematisch von anderen sHGs unterscheidet.



Summary

Summary

Serotonergic hallucinogens (sHGs) such as lysergic acid diethylamide (LSD) are controver-
sially discussed in contemporary psychopharmacology. In the context of the recently revived
scientific interest there is increasing amount of evidence suggesting therapeutic applicability.
On the other hand, if abused in an unsupervised context, sHGs might pose a substantial threat
to human health and society. Upon repeated administration, the psychedelic effects of sHGs
rapidly diminish, a phenomenon known as folerance. Only exception to the rule seems to be
dimethyltryptamine (DMT), whose psychedelia appears unsusceptible to tolerance. As sHGs
primarily act by activation of serotonin (5-HT) 2A receptors in the (frontal) cortex (FC), the
downregulation of the given receptors is generally assumed to be the main tolerance-
underlying principle. Experiment-based empirical evidence for this assumption — particularly
for the classic sHGs — is sparse, though. In the work at hand, we in a multimethod approach
pursed the question whether LSD, DMT, and/or the 5-HTz-selective sHGs DOB and DOI
(bromo-/iodo-dimethoxyamphetamine), respectively, induce processes of 5-HT2a regulation.
As animal models of hallucinogenic 5-HT2a activity, shaking behaviour and hyperthermia
primed by increased ambient temperature were used. Amongst the most important results, we
find that repeated application of LSD and DOB leads to a rapid loss of effects. Tolerance — as
indicated by post-mortem radioligand-binding assays — is associated with a decrease in 5-
HT2a binding- and/or 5-HT2-G-protein coupling capacity in the FC. Furthermore, a decrease
in glutamatergic binding suggests that adaptations in systems downstream of 5-HT2a recep-
tors might complement the primary ones surrounding 5-HT2a. Upon repeated DMT applica-
tion, neither in vivo nor as to G-protein coupling in vitro tolerance can be detected; instead,
an increase in frontocortical 5-HT24 binding is observed. Studies in 5-HT2a expressing cell
systems engaging immunocytochemistry, transphosphatidylation assay, and RT-PCR round
up the picture: Whereas LSD and DOI/-B internalise 5-HT2a receptors, activate the endocytot-
ically relevant enzyme phospholipase D (PLD), and inhibit 5-HT2a re-synthesis, DMT fails.
In toto, our data back up the assumption that sHGs both on a molecular biological as well as
on a physio-behavioural-output level downregulate 5-HT2a receptors. Mechanistic implica-
tions of our results for 5-HTzaergic alterations of human consciousness appear particularly

favourable given that DMT, here as there, systemically differs from other sHGs.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 LSD und DMT: Serotonerge Halluzinogene

1.1.1 Abriss zu Historie, Vorkommen, Chemie und Rechtsstatus

Serotonerge Halluzinogene (sHGs) sind psychotrope Substanzen, die tiefgreifende Verédnde-
rungen des menschlichen Wachbewusstseins hervorrufen. Der bekannteste und wohl am um-
fassendsten untersuchte Vertreter der sHGs ist das Lysergsduredidthylamid (LSD) (Passie et
al., 2008; Hintzen & Passie, 2010). LSD wurde erstmals durch den Schweizer Chemiker Al-
bert Hofmann im Rahmen der Derivatisierung von Mutterkorn-Alkaloiden 1938 fiir den
Pharmakonzern Sandoz hergestellt. Von der tierexperimentellen Abteilung Sandoz‘ zunéchst
als pharmakologisch uninteressant befunden, ist die Entdeckung der bewusstseins-
verdndernden Wirkung von LSD erst fiinf Jahre spiter erfolgt, als Hofmann die Substanz aus
einer ,,merkwiirdigen Ahnung* heraus (Hofmann, 2010, S. 28) erneut synthetisierte und dabei
versehentlich Spuren dieser zu sich nahm. N,N-Dimethyltryptamin (DMT), ebenfalls ein sHG,
ist im Gegensatz zu LSD natiirlichen Ursprungs. Es kommt in bestimmten Arten von Mimo-
sen- und Rotegewidchsen vor (Pachter et al., 1959; Rivier & Lindgren, 1972) und ist als endo-
genes Spurenamin in Korperfliissigkeiten von Sdugern, einschlielich des Menschen nach-
weisbar (rev. Barker et al., 1981; Barker et al., 2012). DMT wurde bereits in den 1930er Jah-
ren synthetisiert (Manske, 1931); dass es bewusstseinsverdndernde Eigenschaften besitzt, ist
fiir seine Reinform allerdings erst zwei Jahrzehnte spiter beschrieben worden (Széra, 1956).
Das ethnobotanische Wissen um die Wirkung von DMT prédatiert jenes der modernen Wis-
senschaft. So erfihrt Ayahuasca, ein von Amazonasindianern aus DMT- und B-Carbolin-
haltigen Pflanzen’ zubereitetes Gebréu, bereits seit Jahrhunderten medizinisch und/oder reli-
gios rituellen Einsatz (Luna, 2011; Mishor et al., 2011). Die physiologische Relevanz des
Saugetier-eigenen DMTs ist hingegen auch heute noch weitgehend unbekannt. Nachdem es
im Rahmen der mittlerweile eher als obsolet geltenden Transmethylierungshypothese als
Schizotoxin, das heif}t als mdglicher Ausloser der Schizophrenie gehandelt wurde (Gillin et

al., 1976), steht es aktuell als Immunregulator (Frecska et al., 2013) bzw. endogener Ligand

! Ayahuasca (Kichwa fiir Wein der Ahnen oder Ranke der Seelen) enthilt Extrakte aus dem DMT-haltigen Réte-
gewichs Psychotria viridis und der B-Carbolin-haltigen Liane Banisteriopsis caapi.
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von 61- und/oder Spurenamin-assoziierten Rezeptoren in Diskussion (Bunzow et al., 2001;
Fontanilla et al., 2009).

sHGs sind chemisch gesehen Arylalkylamine. Sie lassen sich in zwei Hauptgruppen untertei-
len, die Indol- und Phenylalkylamine, die ihrerseits verschiedene Untergruppen umfassen
(Tab. 1) (Glennon, 1999). LSD und DMT gehoren zu den Indolalkylaminen und stehen struk-
turell dem Botenstoff Serotonin (5-Hydroxytryptamin [5-HT]) nahe. DMT weist wie Seroto-
nin ein simples bizyklisches Indolethylamin-Grundgeriist auf, was seine Kategorisierung als
Tryptamin begriindet. Das aliphatische Stickstoff-Atom von DMT, welches mit zwei Methyl-
gruppen (CH3) verbunden ist, macht es zum sogenannten Monoamin. Serotonin fehlen ge-
nannte CH3-Gruppen und trigt stattdessen eine Hydroxylgruppe (OH) in Position 5 seines
Bizyklus. LSD ist erweitert um zwei Ringe den tetrazyklischen Ergolinen zuzuordnen (Abb.
1) (Breitmaier, 2008). Neben LSD und DMT gehoren vor allem Psilocybin, Phenylethylamine
wie Meskalin sowie die von Alexander Shulgin synthetisierten 2,5-Dimethoxy-Derivate des

Amphetamins zu den wichtigsten Vertretern der sHGs (Tab. 1) (Shulgin & Shulgin, 1991).

Hauptgruppe Untergruppe Wichtigste Vertreter Vorkommen
Indolalkyl- Tryptamine N,N-Dimethyltryptamin Psychotria Viridis
amine (DMT) (Rotegewichs)
4-Phosphoryloxy-DMT Psilocybe cubensis
(Psilocybin) (Pilz)
Ergoline Lysergsauredidthylamid (Semi-)synthetisch
(LSD)
Lysergsdureamid (LSA) Argyreia nervosa
(Windengewichs)
Phenylalkyl- Phenylethylamine Meskalin Lophophora willi-
amine (PEA) amsii
(Kaktus)
4-Bromo-2,5-dimethoxy- Synthetisch
phenethylamin (2C-B);
4-lodo-2,5-dimethoxy-
phenethylamin (2C-I)
Phenyliso- 4-Bromo-2,5-dimethoxy- Synthetisch
propylamine (PIA)  amphetamin (DOB);

4-lodo-2,5-dimethoxy-
amphetamin (DOI)

Tabelle 1: Strukturelle Kategorisierung serotonerger Halluzinogene (sHGs) mit ihren wichtigsten Ver-
tretern. 2C-B und 2C-I sind keine {HGs im klassischen Sinne, eher (HG-Entaktogen-Hybride, werden
hier jedoch aufgrund ihrer strukturellen Verwandtschaft zu DOB bzw. DOI mit aufgefiihrt (erstellt
nach Glennon, 2008; Halpern et al., 2011).
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Abbildung 1: Strukturformeln von Lysergsduredidthylamid (LSD), Dimethyltryptamin (DMT) und
dem Neurotransmitter Serotonin. Alle drei gehdren zu den Indolalkylaminen, ihre strukturellen Uber-
lappungen (das Tryptamin-Grundgeriist) sind rot hervorgehoben. Schematische Darstellung (eigen).

Die meisten sHGs unterliegen in Deutschland — LSD seit 1967, DMT seit 1974 (BGBL. 1, 10,
S. 197; BGBLI. 1, 6, S. 97) — den betdaubungsmittelrechtlichen Vorschriften des Opium- bzw.
Betdubungsmittelgesetzes (BtMG) und werden dort in Folge dessen Neuordnung seit 1981 in
Anlage 1 als nicht verkehrsfihig eingestuft (BGBI. 1, 30, S. 681). Aufgrund dieser und ver-
gleichbarer gesetzlicher Einstufungen in anderen Léandern ist die Humanforschung zu den
neurophysiologischen Grundlagen, dem Nutzen und den Gefahren der Wirkung dieser Sub-
stanzen, abgesehen von wenigen Ausnahmen (z.B. Strassman, 1995; Gasser, 1996; Hermle et
al., 1998), iiber mehrere Jahrzehnte fast vollstindig zum Erliegen gekommen (Asher, 1975;
Nutt et al., 2013). Erst nach einem breit angelegten Vorsto3 der Schweizer Humanforschung
um Psilocybin (Vollenweider et al., 1997; Hasler et al., 2002; Vollenweider et al., 2007;
Studerus et al., 2011) ist in jiingster Gegenwart zusehends ein Abklingen der Stagnation zu
beobachten. Im Fokus des wiederentfachten Interesses steht dabei vor allem der durch moder-
ne Bildgebung ermoglichte Einblick in die der halluzinogenen Wirkung zugrunde liegenden
Gehirnprozesse (rev. Carhart-Harris, 2018; McKenna & Riba, 2018) sowie die Eruierung po-
tentieller therapeutischer Anwendungen (rev. Dos Santos et al., 2016; Carhart-Harris &

Goodwin, 2017; Johnson & Griffiths, 2017).

1.1.2  Humanwirkung: Psychologie, Physiologie und klinische Implikationen
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Anders als die meisten anderen psychotropen Substanzen haben serotonerge Halluzinogene
(sHGs) keine Priferenz fiir eine bestimmte Dimension der Psyche, vielmehr lenken sie diese
iiber Perzeption, Affektivitit, Kognition und Exekutivfunktionen ganzheitlich aus. In welche
Richtung die Auslenkung erfolgt, unterliegt grofer intra- und interindividueller Variabilitit,
und wird neben der Dosis vor allem durch die Konstitution des Konsumenten (Set) und die
Umgebung des Konsums (Setting) beeinflusst (rev. Cohen, 1985; Hartogsohn, 2016; Preller &
Vollenweider, 2016). LSD wird in der Regel per os (p.o.) in Dosen um 150 pg konsumiert.
Seine Wirkung setzt nach circa 30 bis 60 Minuten ein, erreicht nach etwa zwei Stunden ihren
Hohepunkt, schwindet nach vier bis sechs Stunden und l4uft schlieBlich nach acht bis zwolf
Stunden aus (Hoch, 1956; Linton & Langs, 1962; Schmid et al., 2015). Thre psychisch ein-
driicklichste Manifestierung findet sie auf den Dimensionen der Wahrnehmung, der Kogniti-
on, der Affektivitit sowie der integrativen und Ich-Funktion(en). Charakteristisch sind (1)
illusiondre Verkennungen, Pseudohalluzinationen und Akzentuierungen der (visuellen)
Wahrnehmung; (2) attentive Zerstreuung und formale Denkstérungen wie assoziative Locke-
rung, Ideenflucht oder Gedankenabreiflen; (3) Stimmungslabilitit mit wellenartigen Um-
schwiingen, Ambivalenz und stark affektiven Ausschlidgen sowie (4) Verzerrungen des Kor-
perselbst, der Ich-Umweltabgrenzung und des Raum-/Zeiterlebens. Untypisch hingegen sind
echte Halluzinationen?, systematisiert ausgestaltete Wahngebiude sowie Delirium-artige Ge-
déchtnis- und Vigilanz-Einbriiche (Stoll, 1947; Rinkel et al., 1952; Katz et al., 1968). Den
psychischen Effekten vorausgehend und diese begleitend induziert LSD eine Reihe von vege-
tativen Symptomen. Neben einer stark ausgepriagten Mydriasis kann es zu einer leichten Er-
hoéhung der Herzrate, des Blutdrucks, der Atemfrequenz, des Blutzuckers, der Kniesehnen-
Reflexie, der Sekretion von Hormonen (einschlieBlich Cortisol, Prolaktin, Oxytozin und Ad-
renalin) sowie der Korpertemperatur kommen (Forrer & Goldner, 1951; Isbell, 1959;
Gorodetzky & Isbell, 1964; Schmid et al., 2015). Zudem kénnen Symptome wie Piloerektion,
Génsehaut, Schwitzen, Salivation, Zittern sowie Wéirme- und Kilteschaudern auftreten
(Rinkel et al., 1952; Abramson et al., 1955).

Klassische sHGs (insbesondere LSD, Psilocybin und DMT) gelten als physiologisch sichere
Molekiile (rev. Passie et al., 2002; Gable, 2007; Passie et al., 2008; Amsterdam et al., 2011;
Nichols & Grob, 2018), die akut eine hohe therapeutische Breite und ein geringes Abhéngig-

2 Die von LSD ausgeldsten Trugwahrnehmungen unterscheiden sich von echten Halluzinationen unter anderem
dahingehend, dass der Konsument in der Regel darum weil3, dass diese auf die LSD-Einnahme zuriickzufiihren
und daher nicht real sind .
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keitspotential aufweisen (Gable, 1993, 2004; Nutt et al., 2007). LSD wird als kardiovaskulér
unbedenklich eingestuft (Dawson & Moffatt, 2012), kann jedoch in seltenen Fillen — so bei
massiver Uberdosierung oder in Wechselwirkung mit medizinischer Fixierung — zur Aufhei-
zung des Korpers (Hyperthermie [HYPER]) fiihren (Klock et al., 1974; Mercieca & Brown,
1984; Behan et al., 1991). Physische Abhéngigkeit von LSD tritt nicht auf; wird es nach chro-
nischer Gabe durch ein Plazebo ersetzt, sind keine Entzugssymptome festzustellen (Isbell et
al., 1956). Psychische Abhédngigkeit kommt vermutlich aufgrund des variablen Verstarkungs-
charakters von LSD (Hoffmeister, 1975; Parker, 1996) eher selten vor. Fille, in denen LSD
mitunter mehrere Male pro Monat eingenommen wurde, sind jedoch bekannt (Ludwig &
Levine, 1965; Wright & Hogan, 1972). Kriterien der Abhéngigkeit sind bei rund 4 % der Nut-
zer, die kiirzlich mit LSD- oder Psilocybin-Konsum begonnen haben, zu beobachten (Stone et
al., 2007). Auch gewinnt gegenwirtig der Trend zur sogenannten Mikrodosierung (Microdo-
sing), das heiflt zur Einnahme von subhalluzinogenen sHG-Dosen jeden zweiten bis dritten
Tag zunehmend Bedeutung (Anderson et al., 2019; Passie, 2019). Psychische Komplikationen
wihrend des Rausches, zum Beispiel Dysphorie oder Angst, sind nicht uniiblich. So gilt es fiir
die Wirkung von LSD als charakteristisch, dass positive und negative Emotionen abwech-
selnd oder in zeitlicher Uberlappung in Erscheinung treten (Katz et al., 1968). Eine Angst-
betonte Phdnomenologie (sei es fiir LSD, Psilocybin oder DMT) wird durch emotionale Labi-
litat, rigide Konventionalitdt oder experimentell-methodische Restriktionen (zum Beispiel
Messungen im beengten Tomographen oder in Separierung von anderen Studienteilnehmern)
begiinstigt (Slater et al., 1957; Dittrich, 1994; Studerus et al., 2012). Bei sehr hohen LSD-
Dosen um 16 pg/kg p.o. kann es sich zudem als schwierig erweisen, halluzinierte und reale
Objekte zu unterscheiden (Klee et al., 1961); akut psychotisches Erleben ist in diesem Zu-
sammenhang nicht auszuschlieen. Protrahierte, das heifit die Akutwirkung von sHGs {iber-
dauernde Psychosen oder Affektstorungen sind bei klinisch experimenteller Verabreichung
bei rund 0.01 bis zwei von 100 Féllen zu beobachten (rev. Cohen, 1960; Fink et al., 1966;
Studerus et al., 2011). Kommt es zur Ausklinkung Schizophrenie-&hnlicher Psychosen, schei-
nen sHGs — als unspezifischer Stressoren fungierend — diese jedoch eher der Latenz zu enthe-
ben als ursiichlich zu sein (rev. Strassman, 1984). Die in der Offentlichkeit hiufig mit {HGs in
Verbindung gebrachten Nachhallphdnomene (Flashbacks; nach DSM-5, Hallucinogen Persis-
ting Perception Disorder [HPPD]), bei denen mitunter Wochen und Monate nach der letzten
Einnahme (zumeist visuo-perzeptuelle) Elemente des akuten Rausches wiedererlebt werden,

sind mechanistisch nicht gut verstanden. Knotenpunkte, die in Angst-dominierten Rauschver-
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laufen gesetzt werden und daraus hervorgehende (mnestische) Sensitisierungsprozesse mogen
eine Rolle spielen (rev. Hermle et al., 2015; Halpern et al., 2016). Einschédtzungen zur Pra-
valenz variieren aufgrund uneinheitlicher Operationalisierungen mitunter stark (Halpern &
Pope, 2003). In einer jlingeren, Web-basierten Untersuchung klagen 4.2% von 2455 Befragten
von Beeintrachtigungen durch visuelle Post-Rausch Anomalien (Baggott et al., 2011). Zur
pharmakologischen Behandlung von akuten sowie protrahierten sHGs-Komplikationen gelten
Benzodiazepine als Mittel der ersten Wahl (rev. Hermle et al., 2008). Die therapeutische Ein-
setzbarkeit von LSD wird aktuell vor allem im Bereich von 5-HT-Spektrumserkrankungen
wie Klusterkopfschmerz, Angst und Depression diskutiert (Sewell et al., 2006; Buchborn et
al., 2014; Gasser et al., 2014). Suchterkrankungen stellen ebenfalls ein mogliches Indikati-
onsgebiet fiir die LSD-gestiitzte Psychotherapie dar (Krebs & Johansen, 2012).

Die psychischen und vegetativen Effekte von DMT sind qualitativ jenen von LSD sehr dhn-
lich (Szara, 1957). Es induziert lebendig visuelle Wahrnehmungsverianderungen, formale
Denkstérungen, Stimmungsumschwiinge mit -ambivalenz (Strassman et al., 1994; Gouzoulis-
Mayfrank et al., 2005), Mydriasis sowie eine leichte Erhohung von Blutdruck, Puls, (Knie-
sehnen-)Reflexie (Sai-Halasz et al., 1958; Rosenberg et al., 1963) und Kd&rpertemperatur
(Strassman & Qualls, 1994). Anders als LSD ist DMT jedoch bis zu einer Dosis von 350 mg
oral inaktiv (Turner & Merlis, 1959). DMT wird durch die Monoaminoxidase (MAQO) abge-
baut (Shah & Hedden, 1978) und muss zur Umgehung des First-Pass-Effektes parenteral oder
in Kombination mit einem MAO-Hemmer appliziert werden. Letzteres erfolgt in der Regel in
Form des weiter oben bereits erwiahnten Ayahuasca-Gebrius, welches neben DMT zusétzlich
B-Carboline wie Harmin und Harmalin enthélt (Callaway et al., 1996). Diese wirken als rever-
sible kompetitive MAO-A-Hemmer (Kim et al., 1997) und schiitzen, so wird angenommen,
orales DMT vor préasystemischem Abbau (McKenna et al., 1984). Unter Bedingungen ge-
hemmter MAO gelten 0.5 bis 1.0 mg/kg DMT p.o. als {ibliche Humandosis; ihre psychologi-
schen Effekte setzen nach 30 bis 60 Minuten ein, erreichen nach eineinhalb bis zwei Stunden
thren Hohepunkt und enden nach circa vier bis sechs Stunden (Riba et al., 2001; Riba et al.,
2003). Ahnlich wie LSD wird DMT aktuell als Adjuvans in der Behandlung von Angst-, De-
pressions- und Suchterkrankungen diskutiert (rev. de Lima Osoério et al., 2011; Bouso & Riba,

2014; Nielson & Megler, 2014).
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1.1.3 Wirkung auf das Tier: Physiologie und Verhalten

Beim Tier rufen LSD und DMT eine Vielzahl von Effekten auf Vegetativum und Verhalten
hervor, die auf eine umfassende Beeinflussung von autonomem Nervensystem, Motorik, Af-
fektivitit und Kognition hinweisen. Ahnlich wie beim Menschen ist LSD dabei in der Regel
deutlich potenter als DMT. LSD und DMT induzieren beide Mydriasis, Tachykardie, Hyper-
reflexie, Tachypnoe und Hyperthermie (HYPER) beim Hund (Martin et al., 1978), HYPER
beim Kaninchen (Domino, 1976) sowie Symptome des Serotoninsyndroms (zum Beispiel
Abspreizen der Hinterldufe) bei der Ratte (Sloviter et al., 1980). Bei Ratten, Miusen, Kanin-
chen, Katzen und Affen 16st LSD ferner ein charakteristisches Schiitteln des Kopfs mit oder
ohne Beteiligung des Rumpfes aus (Head Twitches [HTs] bzw. Wet Dog Shakes [WDS]) (rev.
Buchborn et al., 2016), welches bei Médusen und Affen ebenfalls fiir DMT beschrieben wor-
den ist (Schlemmer & Davis, 1983; Gonzalez-Maeso et al., 2007). Da HTs bei Méusen und
WDS bei Ratten eine stark iiberlappende Pharmakologie aufweisen, wobei letztere vermutlich
eine generalisierte Version der ersteren darstellen (Green & Heal, 1985; Wilkinson &
Dourish, 1991), werden beide Verhaltenskomponenten in der vorliegenden Arbeit als homo-
log verstanden und unter dem Begriff Shaking Behaviour (SB) subsummiert (Handley &
Singh, 1986; Lucki, 1990). LSD und DMT agieren im Weiteren als diskriminative Hinweis-
reize, sodass Ratten diese im Zwei-Hebel-Paradigma von Kochsalzlésung und anderen Sub-
stanzen zu unterscheiden lernen kdnnen (Gatch et al., 2009). Beide begiinstigen die angebore-
ne Neigung von Ratten, neue Umgebungen mit anfianglicher Scheu zu begegnen und expo-
nierte Areale im Zentrum von offenen Flachen zu meiden (Adams & Geyer, 1985b, a). Auch
konnen LSD und DMT das Ansprechen der Tiere auf Schreckreize verstiarken (Davis & Bear,
1972; Davis & Sheard, 1974). Diskriminativer Hinweisreiz (Winter et al., 2005), SB
(Gonzalez-Maeso et al., 2007) und HYPER (Domino et al., 1977) involvieren, der psychedeli-
schen Wirkung von sHGs auf den Menschen dhnlich (s. Abschn. 1.1.4.1), 5-HT2a-Rezeptoren.
Die Potenz diverser Antagonisten SB zu blockieren, korreliert beispielsweise hoch positiv mit
deren Affinitdt zu 5-HT2a-Rezeptoren (Schreiber et al., 1995). Auch konnten vergleichbare
Korrelationen zwischen der psychedelischen Humanpotenz diverser sHGs und deren Potenz,
SB und HYPER beim Tier auszulosen, aufgezeigt werden (Jacob & Lafille, 1963; Corne &
Pickering, 1967). Dass sHG-induzierte HYPER — wie weiter oben beschrieben — auch beim
Menschen auftritt, und SB zudem &hnliche neurophysiologische Korrelate wie die psychedeli-
sche Humanwirkung aufzuweisen scheint (s. Abschn. 1.1.4.2), ldsst insbesondere diese beiden

Tiermodelle als translational valide erscheinen.
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1.1.4 Neurobiologische Grundlagen der halluzinogenen Wirkung

1.1.4.1 Pharmakodynamik: 5-HT2a-Rezeptor

Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu Serotonin, aber auch zu den katecholaminergen
Neurotransmittern Dopamin und Noradrenalin, interagieren die meisten sHGs mit einer Viel-
zahl von Monoamin-Rezeptoren (Ray, 2010). Trotz ihrer pharmakodynamischen Promiskuitét
wird im Allgemeinen davon ausgegangen, dass die psychedelische Wirkung von sHGs primér
auf die Aktivierung von 5-HT2a-Rezeptoren zuriickzufiihren ist (Nichols, 2004; Nichols,
2016). Ausschlaggebend fiir diese Einschéitzung waren zunéchst die Befunde, dass (1) die
psychedelischen und diskriminativen Potenzen diverser sHGs mit ihrer Affinitit zu 5-HTo-
Bindungsstellen korrelieren (Glennon et al., 1984; Sadzot et al., 1989); und dass (2) die Po-
tenzen diverser Antagonisten fiir die Blockade der sHG-vs.-Kochsalzlosung-Diskrimination
ebenso in enger Beziehung zu deren 5-HT2a-, nicht jedoch 5-HTzc-Affinitdt stehen (Fiorella
et al., 1995). Obwohl die 5-HT2a-Hypothese vornehmlich auf diese und vergleichbare tierex-
perimentelle (teils Verhaltens-, teils biochemische, teils elektrophysiologische) Studien stiitzt,
erfahrt sie ihr wohl liberzeugendstes Argument darin, dass die psychedelische Humanwirkung
der sHGs LSD und Psilocybin nahezu vollstindig durch den 5-HT2a-Antagonisten Ketanserin
blockiert wird (Vollenweider et al., 1998; Kometer et al., 2012; Preller et al., 2017). Auch die
subjektiven Effekte des DMT-haltigen Ayahuascas erweisen sich als Ketanserin-empfindlich
(Valle et al., 2016). LSD und DMT wirken als partielle Agonisten am 5-HT2a-Rezeptor
(Braden & Nichols, 2007) und kénnen, so zumindest fiir LSD gezeigt, hier verschiedene dem
Rezeptor unterstellte Signalkaskaden anstofen (Kurrasch-Orbaugh et al., 2003; Parrish &
Nichols, 2006).

1.1.4.2 Neurophysiologische Grundlage der sHG-induzierten 5-HT2a-Glutamat-
Interaktion an kortikalen LVPCs

Obwohl das Gesamtspektrum der Wirkung von sHGs unwahrscheinlich einem einzigen Hirn-
areal zuzuordnen ist, wird dtiologisch vor allem den 5-HT2a-Rezeptoren des (frontalen) Kor-
tex eine grole Bedeutung zugeschrieben. 5-HT2a-Rezeptoren werden in vielen Arealen des
Gehirns sowie auch in der Periphere exprimiert (Regard et al., 2008). Thre hochste Expression
finden sie jedoch im Kortex, wobei beim Nager ein starker Anterior-Posterior-Gradient mit
nach frontal zunehmender Expression zu beobachten ist (Andrade & Weber, 2010). Die psy-
chedelische Wirkung des sHG Psilocybin korreliert mit dessen Féahigkeit, 5-HT2a-Rezeptoren

10
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im medialen priafrontalen und anterioren zinguliren Kortex zu besetzen (Quednow et al.,
2010). In Untersuchungen beim Menschen, bei denen Einzelphotonen-Emissionscomputer-
und Positronen-Emissionstomographie (SPECT bzw. PET) zum Einsatz kamen, konnte ferner
gezeigt werden, dass Psilocybin (Vollenweider et al., 1997; Gouzoulis-Mayfrank et al., 1999),
Meskalin (Hermle et al., 1992) sowie das DMT-haltige Ayahuasca (Riba et al., 2006) den
Blutfluss und/oder Glukose-Umsatz im frontalen Kortex (FC) erhohen und dass dieser als
metabolische Hyperfrontalitdit bezeichnete Effekt in Beziehung zur deren Wirkung auf die
Psyche steht. Obwohl jiingere Befunde um Psilocybin und Ayahuasca, die auf funktioneller
Magnetresonanztomographie (fMRT) beruhen, in gegenteilige Richtung weisen, also eine
Reduktion von Blutfluss und/oder vendser Blutoxygenierung im Kortex auffinden, scheint
auch hier besonders (fronto-)kortikalen Arealen eine wichtige Rolle beim Zustandekommen
der psychedelischen Wirkung zuzukommen (Carhart-Harris et al., 2012; Palhano-Fontes et
al., 2015). Da die Widerspriichlichkeit um die Richtung der sHGs-induzierten Blutflussaus-
lenkung im Kortex bisher nicht vollends aufgekldrt werden konnte und diese vermutlich durch
die unmittelbare Interaktion von sHGs mit dem GefdaBsystem konfundiert ist (Spain et al.,
2015), wird in der gegenwartigen Humanforschung zunehmend auf direkte Messungen neuro-
naler Aktivitit (zum Beispiel durch Magnetenzephalographie) sowie auf dynamischere
fMRT-Parameter wie Areal-iibergreifende Konnektivitdtsanalysen gesetzt. Dabei zeigt sich,
dass spontane Schwankungen der Blutoxygenierung, die im (frontalen) Kortex auftreten, un-
ter LSD stérker mit jenen des iibrigen Gehirns korreliert sind (Tagliazucchi et al., 2016) und
dass LSD sowie Ayahuasca kortikale Alpha-Oszillationen (8 bis 15 Hz) schwichen. Letztge-
nannter Effekt steht in Zusammenhang mit den sHG-typischen visuellen Verdnderungen und
involviert, so fiir Ayahuasca demonstriert, die Aktivierung von 5-HT2a-Rezeptoren (Carhart-
Harris et al., 2016b; Valle et al., 2016). Innerhalb des Kortex werden 5-HT2a-Rezeptoren vor
allem durch Pyramidenzellen der Schicht 5 (Layer 5 Pyramidal Cells [LVPCs]) exprimiert,
wobei bevorzugt deren apikale Dendriten besiedelt sind (Andrade & Weber, 2010). In elekt-
rophysiologischen Slice-Priparationen des FC der Ratte verstirken sHGs (einschlieBlich LSD
und DMT) exzitatorische postsynaptische Strome (EPSCs), die LVPCs spontan oder in Reak-
tion auf elektrische Reizung des umliegenden Hirngewebes zeigen (Aghajanian & Marek,
1999; Ly et al., 2018). Die elektrisch evozierten EPSCs, wie in Abbildung 2 veranschaulicht,
werden iliber postsynaptische Aminomethyl-Phosphonsdure-(AMPA-)Rezeptoren vermittelt,
und konnen iiber Aktivierung von metabotropen Glutamat-Typ-2/3-(mGluz3-)Rezeptoren —

welche priasynaptisch mit der Freisetzung von Glutamat interferieren — funktionell antagoni-
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siert werden. Ausgangspunkt fiir den Effekt von sHGs auf EPSCs sind postsynaptische 5-
HT2a-Rezeptoren, asynchrone Freisetzung und Uberschwappen (Spillover) von Glutamat in
extrasynaptische Bereiche sowie an-
schlieBende Aktivierung von extrasynap-
tischen NR2B-Untereinheit-haltigen Re-
zeptoren vom Typ N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA) (Aghajanian, 2009). Der ge-

{a) Depolarisierung

naue Mechanismus, der es postsynapti-
scher sHG-5-HT2a-Interaktion an den
apikalen Dendriten der LVPCs ermog-
licht, Glutamat-Freisetzung aus prasy-
naptischen Axoterminalen hervorzurufen, o Glu {\Spilcjer

bleibt kontrovers; diskutiert werden (a) = -
Depolarisierung rekurrent verbundener

LVPCs sowie (b) Freisetzung exzitatori-

scher, retrograder Messenger (Abb. 2).

Abbildung 2: Elektrophysiologisches Modell zur 5-HT,a-vermittelten Wirkung serotonerger Halluzi-
nogene (hier dargestellt fiir LSD) auf Layer 5 Pyramidenzellen (LVPCs) des prifrontalen Kortex.
EPSCs: Exzitatorische postsynaptische Strome; Glu: Glutamat; rM: Retrograder Messenger. Schema-
tische Darstellung (eigen).

Das elektrophysiologische Modell zur Bahnung kortikaler LVPC-Aktivitit durch 5-HT2a-
Glutamat-Wechselwirkung ist das bis heute am umfangreichsten elaborierte Modell zur Wir-
kung von sHGs und wird daher oft als Grundlage herangezogen, um die weiter oben skizzier-
ten Effekte von sHGs auf den humanen Kortex zu erkldren. So wird beispielsweise vermutet,
dass der erhohte Glukose-Umsatz im FC der sHG-induzierten Ubererregbarkeit der LVPCs
Rechnung trigt (Geyer & Vollenweider, 2008) und dass die Schwichung der kortikalen Al-
pha-Oszillationen in der damit einhergehenden LVPC-Desynchronisierung begriindet ist
(Muthukumaraswamy et al., 2013). Auch das Auftreten des obengenannten Shaking Behavio-
ur (SB) bei Nagern (s. Abschn. 1.1.3) wird oft vor dem Hintergrund elektrophysiologischer
Aktivitdt im FC erkldrt. SB kann beispielsweise durch lokale sHG-Injektion in den FC her-
vorgerufen (Willins & Meltzer, 1997) und durch lokale Restauration der kortikalen 5-HT2a-
Expression in 5-HT2a-Knockout-Miausen wiederhergestellt werden (Gonzalez-Maeso et al.,

2007). Zudem zeigt sich SB — &hnlich der im elektrophysiologischen Modell beschriebenen
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halluzinogenen EPSC-Bahnung — empfindlich gegeniiber pharmakologischer Manipulation
glutamaterger AMPA- und mGluzs-Transmission (rev. Wischhof & Koch, 2016; Marek,
2017).

1.2 Toleranz
1.2.1 Begriffsklirung und Mechanismen

Toleranz beschreibt das Phianomen, dass bei wiederholter Einnahme einer pharmakologisch
aktiven Substanz deren Wirkung nachlésst und/oder eine Erhohung der Dosis notwendig wird,
um deren urspriingliche Wirkung wiederherzustellen (Craft & Lustyk, 2013; McKim &
Hancock, 2013). Toleranz war bereits im antiken Griechenland bekannt, so schreibt der grie-
chische Philosoph und Naturforscher Theophrastos in seiner Naturgeschichte der Gewdchse
um 200 vor Christus beispielsweise: ,,Von allen Arzney- [sic] und Giftpflanzen werden die
Wirkungen durch Gewohnheit schwiécher; bisweilen werden sie dadurch ganz unwirksam*
(dt. Ubersetzung: Sprengel, 1822; S. 348). Toleranz kann sich gegeniiber missbriuchlich als
auch gegeniiber therapeutisch eingesetzten Substanzen, gegeniiber psychotropen sowie peri-
pher wirkenden Substanzen ausbilden. Toleranz gilt als ein Kriterium der Diagnose Abhdn-
gigkeitssyndrom (ICD10: F1x.2) (Dilling, 2011); psychische und korperliche Abhéngigkeit,
die sich in Form von Konsumdruck (Craving) bzw. Entzugssymptomatik bei Absetzen der
Substanz manifestieren, sind jedoch nicht zwingend Begleiterscheinungen von Toleranz
(Kopnisky & Hyman, 2002). Toleranz kann die Gesamtheit des Wirkspektrums einer Sub-
stanz erfassen, auf einzelne Wirkkomponenten beschréinkt sein oder einzelne Wirkkomponen-
ten unterschiedlich stark und unterschiedlich schnell untergraben (differentielle Toleranz). In
der Regel entwickelt sich Toleranz — so die Substanz kontinuierlich eingenommen wird — {iber
Tage und Wochen. Schneller eintretende Wirkungseinbullen werden als Tachyphylaxie oder
akute Toleranz bezeichnet. Letztgenannte Begriffe werden hdufig synonym verwendet (z.B.
McKim & Hancock, 2013), sollen in der vorliegenden Arbeit jedoch differenziert verstanden
werden. Akute Toleranz macht sich bereits im Verlauf der einmaligen Einnahme einer Sub-
stanz bemerkbar. Bei gleichem Blutspiegel werden die subjektiven Effekte von Ethanol zum
Beispiel wihrend der Absorptionsphase des Alkohols als intensiver erlebt als wahrend der
Eliminationsphase (z.B. Cromer et al., 2010). Tachyphylaxie (TACH) hingegen zeigt sich

erst, wenn eine Substanz nach Einmalgabe innerhalb von 24 Stunden wiederholt appliziert
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wird und ihre Wirkung bei der Wiederholungsapplikation vermindert ausfillt (Kalant &
Khanna, 1990). Kokain wird beispielsweise beim sogenannten Binge-Konsum mehrfach hin-
tereinander eingenommen, wobei die Wirkung der Ersteinnahme zwar verlangert wird, eine
Verstiarkung dergleichen jedoch nur dann eintritt, wenn bei den Folgeapplikationen eine Do-
siserhohung vorgenommen wird (Foltin et al., 2003). Toleranz ist generell ein reversibler Pro-
zess und die Uberschitzung der eigenen Toleranz nach Abstinenzphasen gilt unter anderem
im Zusammenhang mit Opiaten als Risikofaktor fiir ungewollte Uberdosierungen mit Todes-
folge (Seaman et al., 1998; Fugelstad et al., 2003; Strang et al., 2003). Toleranz gegeniiber
einer Substanz kann auf andere Substanzen generalisieren, ein als Kreuztoleranz bezeichne-
tes Phdnomen, wenn diese iiber dieselben Enzyme abgebaut werden und/oder den gleichen
Wirkmechanismus haben (Khanna & Le, 1996). Obwohl eine Abnahme der Wirkung weit
iiblicher ist, gibt es bestimmte Wirkkomponenten von Substanzen, etwa die durch Psychosti-
mulanzien hervorgerufene psychomotorische Erregung (Post, 1981), die bei wiederholter Ap-
plikation eher zu- als abnehmen. Sensitisierungsprozesse (auch als reverse Toleranz be-
zeichnet) sind nach Absetzen einer Substanz deutlich persistenter als Toleranz und es wird
davon ausgegangen, dass dem Wechselspiel um Toleranz und Sensitisierung (mit einer Ab-
nahme der belohnenden Effekte [Liking] auf der einen und einer Zunahme des motivationalen
Konsumdrucks [Wanting] auf der anderen Seite) eine wichtige Rolle bei der Entstehung und
Aufrechterhaltung von Sucht zukommt (Robinson & Berridge, 1993; Robinson et al., 2013).

In der allgemeinen Pharmakologie werden drei Grundprinzipien unterschieden, die der Aus-
bildung der Toleranz gegeniiber einer Substanz zugrunde liegen konnen; diese betreffen die
Pharmakokinetik einer Substanz, ihre Pharmakodynamik und/oder das Vermogen des Orga-
nismus, die Wirkung der Substanz zu antizipieren und durch Verhaltensanpassungen zu kom-
pensieren (Stewart & Badiani, 1993; Craft & Lustyk, 2013; McKim & Hancock, 2013).
Pharmakokinetische Toleranz entsteht, wenn bei gleichbleibender Dosis infolge verdnderter
Gewebsverteilung und/oder erhohten Abbaus die Konzentration einer Substanz am Wirkort
(etwa im synaptischen Spalt) vermindert ausfillt (Lé & Khanna, 1989). Nikotin beispiels-
weise erhoht die zentralnervose Expression des Nikotin-abbauenden Enzyms Zytochrom P450
2B1, wenn es wiederholt appliziert wird (Miksys et al., 2000). Auch Toleranz gegeniiber dem
Hypnotikum Amobarbital wird mitunter vor dem Hintergrund eines beschleunigten Abbaus
diskutiert (Misra et al., 1974). Pharmakodynamische Toleranz bezieht sich hingegen auf
homoostatische Adaptationen, die sich am Wirkort einer Substanz ereignen und das Anspre-

chen des Zielgewebes (etwas des Gehirns) auf diese reduzieren. Da die meisten psychoaktiven
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Substanzen ihre Wirkung auf das Gehirn tiber Transmembran-Rezeptoren entfalten, spielen
hier (wie im Folgeabschnitt eingehender besprochen) vor allem molekularbiologische Prozes-
se der Rezeptor-Regulation eine Rolle (Sim-Selley, 2003; Williams et al., 2013). Neben den
beiden obengenannten rein pharmakologischen Prinzipien der Toleranzentwicklung kdnnen
auch psychologische und Verhaltensanpassungen, die auf wiederholten Lernerfahrungen mit
einer Substanz beruhen, zur Abnahme des Substanzwirkung fiihren. Behaviorale Toleranz,
wie diese durch Lernen begriinde dritte Form der Toleranz oftmals bezeichnet wird, kann so-
wohl durch klassische als auch durch operante Konditionierung erworben werden. Werden
Opioide zum Beispiel stets in einem bestimmten umweltlichen Kontext appliziert, wird die
sich ausbildende Opioid-Toleranz zu einem gewissen Grad klassisch auf diesen Kontext kon-
ditioniert. Erfolgt dann eine Applikation in einem neuen Kontext, fallt der konditioniere Tole-
ranzanteil weg und es kann zu lebensgefihrlichen Uberdosen kommen (Siegel, 1983). Interfe-
riert die Wirkung einer Substanz ferner mit der Fahigkeit des Organismus, eine positive Ver-
starkung zu erhalten, kann dariiber hinaus — als Manifest operant konditionierter Toleranz —
eine Verhaltensstrategie ausgebildet werden, die die interferierende Substanzwirkung anteilig

auszuhebeln imstande ist (Schuster et al., 1966; Pinel et al., 1992).

1.2.2  Regulation von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) als Kernprinzip
pharmakodynamischer Toleranz

Fast alle psychoaktiven Substanzen wirken auf das Gehirn, indem sie innerhalb des synapti-
schen Spalts direkt oder indirekt mit membrandsen Rezeptor-Proteinen interagieren. LSD,
THC (Tetrahydrocannabinol) und Morphin beispielsweise aktivieren spezifische 7-
Transmembran-Rezeptoren, verdndern deren Konformation, sodass innerhalb der a-
Untereinheit der an die Rezeptoren gekoppelten G-Proteine (Guanosintriphosphat-[GTP]-
bindende Proteine) ein Austausch von GDP (Guanosindiphosphat) gegen GTP stattfindet. Die
a- und die By-Untereinheiten des durch den GDP-gegen-GTP-Austausch aktivierten hetero-
trimeren G-Proteins konnen nun dissoziieren und die von LSD, THC bzw. Morphin {iibertra-
genen Signale in das Zellinnere transduzieren (Meyer & Quenzer, 2013). Bereits im Zuge der
auf diese Weise initiierten Signaltransduktion setzen jedoch Vorgénge ein, die — unter dem
Oberbegriff Rezeptor-Regulation subsummiert — dem zelluldren Ansprechen auf die exogen
zugeflihrten Substanzen entgegenwirken. Zu den fiir die Toleranzausbildung wichtigsten Pro-
zessen der Rezeptor-Regulation gehdren Desensitisierung, Internalisierung und Herabregula-

tion (Schoneberg, 2008). Desensitisierung (auch Desensibilisierung genannt [DES]) bezieht
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sich auf den Verlust der Signal- bzw. der Effektor-Kopplungskapazitit des Rezeptors. Der
prototypische GPCR, exemplifiziert durch den adrenergen Rezeptor P2 (rev. Hislop & von
Zastrow, 2005; Tanowitz & von Zastrow, 2010), aktiviert infolge der Agonist-induzierten
Konformationsédnderung nicht nur das an ihn gekoppelte G-Protein, sondern legt gleichsam
Konsensus-Sequenzen frei, die es GPCR-Kinasen (GRKs) erméglichen, die Struktur des Re-
zeptors durch Anheftung von Phosphatgruppen zu modifizieren (Phosphorylierung). Phospho-
rylierte Rezeptoren binden hochaffin an f-Arrestine, welche nun sterisch mit der Kopplung
des Rezeptors an sein G-Protein interferieren und ihn in so seiner Signalkapazitit entheben
(Ferguson, 2001; Gainetdinov et al., 2004). DES wird oft als Synonym und/oder zelluldres
Aquivalent der (pharmakodynamischen) Toleranz verstanden. Da sich Rezeptor-DES, wenn
sie in vitro untersucht wird, hdufig bereits innerhalb von Sekunden und Minuten nach Rezep-
tor-Aktivierung einstellt, Toleranz in vivo — abgesehen von ihrer akuten Verlaufsform — hin-
gegen erst nach Tagen und Wochen, scheint eine konzeptuelle Trennung der beiden Begrift-
lichkeiten jedoch angebracht (Dang & Christie, 2012; Williams et al., 2013). Internalisie-
rung (INT) beschreibt die Entfernung des Rezeptors aus der Membran durch Endozytose,
Sequestrierung und Sortierung des Rezeptors liber Endosome. Die mit der INT einhergehende
Bewegung des Rezeptors innerhalb der Zelle wird als Trafficking bezeichnet. B-Arrestine, die
an phosphorylierte Rezeptoren binden, entkoppeln diese nicht nur ihrer G-Proteine, sondern
fiihren sie auch der Clathrin-abhéngigen Endozytose-Maschinerie zu (rev. Tian et al., 2014).
Die Bindung des GPCR-assoziierten B-Arrestins an Clathrin, welches seinerseits via Adapter-
Protein 2 (AP2) an Membranlipide bindet, erlaubt die Lateralbewegung des GPCRs in Rich-
tung Clathrin-beschichteter Membranvertiefungen (Clathrin-Coated Pit). Die GTPase Dyna-
min schniirt den Hals des sich aus der Vertiefung bildenden Vesikels, sodass letzteres — den
GPCR enthaltend — ins Zytosol entlassen werden kann (rev. Hislop & von Zastrow, 2005;
Tanowitz & von Zastrow, 2010). Die Phospholipase D (PLD), die zum Beispiel fiir die INT
des p-Opioid-Rezeptor von groBer Bedeutung ist (Koch et al., 2003), soll bei diesem Prozess
unter anderem AP2 rekrutieren und somit die Interaktion zwischen B-Arrestin und Clathrin
ermoOglichen (West et al., 1997). Das endozytotische Vesikel fusioniert im nichsten Schritt
mit einem Membran-nahen Endosom (Early Endosome); da in diesem ein leicht saurer pH-
Wert vorherrscht, konnen hier sowohl Agonist als auch B-Arrestin vom Rezeptor dissoziieren
und diesen fiir eine Abspaltung der Phosphatgruppen durch Phosphatasen freigeben (Dephos-
phorylierung). Der dephosphorylierte Rezeptor rezyklisiert endosomal zuriick zur Membran

und kann dort von neuem fiir die Signaltransduktion bereitstehen (Resensitisierung). Wird der
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Rezeptor wiederholt rezyklisiert und/oder durch Anheftung von Ubiquitin-Proteinen markiert
(Ubiquitinylierung), kann er alternativ zum Rezyklisierungsendosom in ein multivesikuldren
Korper (Late Endosome) sortiert und anschliefend lysosomal abgebaut werden (Gaborik &
Hunyady, 2004; Hanyaloglu & Von Zastrow, 2008; Marchese et al., 2008). Letztgenannter
Prozess fiihrt zur Abnahme der absoluten Anzahl der der Zelle zur Signaltransduktion zur
Verfligung stehenden Rezeptoren und wird als Herabregulation (Downregulation [HR]) be-
zeichnet. Ergidnzt wird er mitunter durch eine Hemmung der Biosynthese des Rezeptors, wel-
cher eine supprimierte Transkription des Rezeptor-kodierenden Gens und/oder eine Destabili-
sierung der transkribierten Rezeptor-mRNA (Boten-Ribonukleinsdure) zugrunde liegen kann
(Grady et al., 1997; Tsao & von Zastrow, 2000). Da das Steady-State der Rezeptor-HR in vit-
ro in der Regel eine lingere Agonist-Exposition voraussetzt als jene der DES und INT
(Connor et al., 2004; Williams et al., 2013), mogen letztere konzeptuell der akuten Toleranz
und ersteres der TACH und/oder der (sub-)chronischen Toleranz ndher erscheinen. Die
Wechselwirkungen um die einzelnen Prozesse der Rezeptor-Regulation sind jedoch hoch dy-

namisch und eine trennscharf mechanistische Zuordnung nicht immer ohne Weiteres moglich.

1.2.3 Toleranz gegeniiber LSD und DMT beim Menschen

Toleranz gegeniiber der psychedelischen Wirkung von LSD wurde in humano — abgesehen
von einer kiirzlich publizierten Arbeit zur akuten Toleranz (Dolder et al., 2015) — ausschlieB3-
lich in den 1950 und 60er Jahren untersucht. Der iiberwiegende Anteil der in dieser Zeit ent-
standenen Publikationen stammt von Isbell und Kollegen (Isbell et al., 1956; Isbell &
Jasinski, 1969), welche LSD — wie jiingst in einem umfassenden Review von uns zusammen
getragen (rev. Buchborn et al., 2016) — in der Regel einmal pro Tag in ansteigenden Dosen
iiber ein bis zwei Wochen appliziert haben. Anhand zeitlich variierend gestalteter Applikati-
onsschemata konnte dabei demonstriert werden, dass sich Toleranz gegeniiber der psychedeli-
schen Wirkung von LSD im Prd-Post-Vergleich nach vier, sieben bis acht, elf, sowie nach 13
bis 15 oder 22 Tagen téglicher LSD-Gabe einstellt. Im Durchschnitt kommt es dabei zu einem
78%igen Verlust des psychischen Ansprechens auf LSD (rev. Buchborn et al., 2016). In zwei
weiteren Experimenten, die Isbell und Kollegen durchfiihrten, um den Verlauf der Toleranz-
entwicklung gegeniiber LSD herauszuarbeiten, wurde der psychedelische Effekt von LSD
nicht nur vor und nach, sondern zusitzlich an den verschiedenen Tagen wéhrend der (sub-)

chronischen LSD-Applikation quantifiziert. Hierbei zeigte sich, dass Toleranz — wenn LSD
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taglich in durchschnittlichen Dosen um 130 pg appliziert wird — bereits nach 24 Stunden auf-
tritt, nach zwei bis vier Tagen eine nahmaximale Ausprdagung findet und anschlieBend (bei
Weiterfithrung der tdglichen Applikation liber Tage und Wochen) selbst bei zwei- bis vierfa-
cher Erhohung der verabreichten Dosis relativ konstant bleibt (Isbell et al., 1956). Dass sich
Toleranz gegeniiber der psychedelischen Wirkung von LSD binnen weniger Tage nah-
maximal ausbildet, gar 24 Stunden nach Einmalgabe bereits substantielle Ausmalle annimmt,
wird durch Einzelfall- bzw. Anekdoten-dhnliche Befunde anderer Forschungsgruppen besté-
tigt (z.B. Cholden et al., 1955; Hoffer & Osmond, 1967) und rechtfertigt die Klassifikation
der LSD-Toleranz im Sinne einer TACH. Toleranz gegeniiber LSD — rigoros scheinbar im
Kommen wie im Gehen — verschwindet bei Absetzen der Substanz innerhalb einer Woche,
Entzugserscheinungen sind selbst nach dreimonatiger Dauerverabreichung nicht beobachtet
worden (rev. Buchborn et al., 2016). Toleranz gegeniiber psychedelischer Bewusstseinsaus-
lenkung, wenn auch weit liickenhafter untersucht, konnte in &hnlicher Weise auch fiir andere
sHGs dokumentiert werden (Isbell et al., 1961; Wolbach et al., 1962; Angrist et al., 1974). Die
einzig bisher bekannte Ausnahme der Regel stellt DMT dar, dessen psychedelische Wirkung
sich selbst dann unvermindert zeigt, wenn das sHG zwei- bis viermal pro Tag oder zweimal
pro Tag iiber fiinf Tage appliziert wird (Gillin et al., 1976; Gillin et al., 1978; Strassman et al.,
1996).

1.2.3.1 Mechanismus der Toleranz gegeniiber serotonergen Halluzinogenen
(sHGs)
Der Mechanismus der Toleranz gegeniiber sHGs ist weitgehend unbekannt (rev. Buchborn et
al., 2016). Tierversuche lassen vermuten, dass Toleranz gegeniiber LSD ohne Adaptationen
der Konzentration des sHG in Leber, Plasma oder Gehirn auftritt, erhhter LSD-Metabolismus
also keine mechanistische Rolle zu spielen scheint (Winter, 1971; Trulson & Jacobs, 1977).
Kompensatorische Verhaltensadaptationen im Sinne behavioraler Toleranz konnen zur Tole-
ranzentwicklung gegeniiber LSD beitragen, wenn die Wirkung des sHG mit der Kapazitét des
Tiers interferiert, eine operante Verhaltensverstirkung zu erlangen (Murray et al., 1977;
Commissaris et al., 1980). Jenseits eines solchen Szenarios operanter Konditionierung wird
jedoch im Allgemeinen davon ausgegangen, dass es vor allem pharmakodynamische Adapta-
tionen sind, die der Toleranz gegeniiber sHGs zugrunde liegen (Nichols, 2004; Buchborn et
al., 2016; Nichols, 2016). Die Annahme pharmakodynamisch begriindeter Toleranz fullt dabei
vornehmlich auf der Beobachtung, dass die wiederholte Applikation von sHGs (einschlieBlich
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LSD, Psilocybin, DOB und DOI [4-Bromo-2,5 bzw. 4-lodo-2,5-dimethoxy-amphetamin])
beim Tier zu einer HR von kortikalen 5-HT2(a)-Bindungsstellen fiihrt (Buckholtz et al., 1988;
McKenna et al., 1989; Buckholtz et al., 1990). Leider gibt es nahezu keine Publikationen, in
denen neben Rezeptor-regulatorischen auch Verhaltensadaptationen untersucht wurden, so-
dass der Zusammenhang zwischen Toleranz und 5-HT2a-HR fiir die meisten sHGs hoch spe-
kulativ bleibt. Fiir LSD beispielsweise gibt es lediglich eine Arbeit, in der zerebrale 5-HT2a-
Regulation und Verhaltenstoleranz parallel untersucht wurden. Dass in dieser Arbeit Diskri-
mination als Verhaltensparadigma herangezogen wurde (Gresch et al., 2005), welches a priori
ein mehrwochiges LSD-vs.-Kochsalzlosung-Diskriminationstraining erforderlich macht (die
Tiere bei Beginn des eigentlichen Toleranz-Experimentes also nicht mehr LSD-naiv sind),
macht die Interpretation der Ergebnisse jedoch schwierig. Auch warum DMT anders als ande-
re sHGs keine Toleranz hervorruft, und inwiefern dies mit Prozessen differentieller 5-HT2a-

Regulation zusammenhéngt, ist bis dato nahezu unerforscht.

1.3 Uberblick, Ziele und Untersuchungsfragen

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass LSD und DMT serotonerge Halluzinogene
(sHGs) sind, deren psychedelische Wirkung auf Aktivierung von 5-HT2a-Rezeptoren beruht.
5-HT2a-Rezeptoren werden in hoher Dichte von LVPCs des frontalen Kortex (FC) exprimiert.
Eine Ubererregbarkeit dieser glutamatergen Zellgruppe und die daraus resultierende glutama-
terge Hypertransmission gilt als Schliisselprinzip halluzinogener Psychoaktivitét. Bei wieder-
holter Einnahme verlieren sHGs, so vor allem fiir LSD gezeigt, ihre Wirkung auf den Men-
schen. Der Mechanismus dieses als Toleranz bezeichneten Wirkungsverlustes ist jedoch weit-
gehend unbekannt. Im vorliegenden Projekt geht es daher um die Regulation des 5-HT2a-
Rezeptors als mogliche pharmakodynamische Grundlage der Toleranz gegeniiber sHGs. Tole-
ranz wird in Ratten auf vegetativer und Verhaltensebene, 5-HT2a-Regulation auf molekular-
biologischer Ebene in Hirn-Homogenaten von Ratten sowie in nativ bzw. heterolog 5-HT2a-
exprimierenden Zellsystemen untersucht.

Im ersten Schritt soll gezeigt werden, (1) ob Ratten tolerant gegeniiber sHG-induziertem Sha-
king Behaviour (SB) werden, und wenn ja, ob Toleranz mit Reduktion der frontokortikalen 5-
HT2a-Bindungskapazitdt und/oder mit frontokortikaler 5-HT2(a)-Desensitisierung (DES) ein-
hergeht. Da SB, dhnlich wie fiir die halluzinogene Humanwirkung postuliert, auf 5-HT2a-

nachgeschaltete, mGluz;3-sensitive hyperglutamaterge Transmission im FC zuriickgehen soll,
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werden im ndmlichen Areal neben 5-HT:2a- auch Glutamat-Bindungsstellen und mGluzs3-
Transduktion auf Regulation hin iiberpriift. Eingesetzt werden LSD und das 5-HT2-selektive
sHG DOB. Im zweiten Schritt soll gezeigt werden, (2) ob Ratten Toleranz gegeniiber sHG-
induzierter Hyperthermie (HYPER) entwickeln, und wenn ja, ob diese von einer DES von 5-
HT2a)-Rezeptoren im FC, Hypothalamus, Hirnstamm und/oder Riickenmark begleitet ist.
Eingesetzt werden LSD und DMT, und es wird davon ausgegangen, dass sich beide sHGs —
dhnlich wie fiir ihre Psychoaktivitdt beim Menschen demonstriert — hinsichtlich der Toleranz-
entwicklung unterscheiden. Differentielle Toleranzentwicklung sollte durch differentielle 5-
HT2(a)-DES im Gehirn der Tiere widergespiegelt werden. Im letzten Schritt soll innerhalb von
5-HT2a-transfizierten oder nativ-exprimierenden HEK295- bzw. C6-Gliomazellen iiberpriift
werden, (3) ob sHGs membrandse 5-HT2a-Rezeptoren internalisieren; die fiir die INT von
GPCRs bedeutsame PLD aktivieren; und/oder die Biosynthese von 5-HT2a-Rezeptoren hem-
men. Eingesetzt werden LSD, DMT und die selektiven 5-HT2-Agonisten DOI bzw. DOB.
Wenn genannte Prozesse der 5-HT2a-Regulation eine Rolle beim Zustandekommen von Tole-

ranz gegeniiber sHGs spielen, sollte sich DMT auch hier von den anderen sHGs unterscheiden.

2 Tiere, Material und Methoden

2.1 Tiere und Material

2.1.1 Tiere

Alle Tierversuche wurden mit jung-adulten bis adulten (@ 13.5 Wochen), ménnlichen Spra-
gue-Dawley-Ratten (SpD; SD/MolTac) durchgefiihrt, die bei Versuchsbeginn durch-
schnittlich 420 g wogen. Die Ratten wurden unter kontrollierten Bedingungen (2042 °C
Raumtemperatur [RT]), 55 bis 60 % relative Luftfeuchtigkeit) in Gruppen zu je fiinf bis sechs
Tieren in mit Streu ausgelegten Makrolon-Kifigen (Typ IV, L55 x B32 x H20 cm) gehalten.
Sie unterlagen einem 12-Stunden-Hell-Dunkel-Rhythmus (mit Hell-Phasen zwischen 6 und
18 Uhr) mit freiem Zugang zu Standardfutter-Pellets und Wasser. Tierhaltung und Versuchs-
durchfiihrung erfolgten unter Einhaltung der Bestimmungen des Deutschen Tierschutz-
gesetzes und wurden von der Tierschutzkommission des Landes Sachsen-Anhalt genehmigt

(42502-2-1046 UniMD).
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2.1.2 Material

Verkehr der eingesetzten Betdubungsmittel erfolgte unter Genehmigung durch das Bundes-

institut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte (BtM-Nr. 4241195, Bundesopiumstelle; Bonn,

BRD).

Tabelle 2: Ubersicht der eingesetzten Materialien und Gerite

Anwendung Produkt Hersteller/Vertrieb
Allgemein (¥)-(R/S)-DOB THC Pharm GmbH; Frankfurt a.M., BRD
(¥)-(R/S)-DOI
5-HT Merck KGaA; Darmstadt, BRD
DMT THC Pharm GmbH; Frankfurt a.M., BRD
GraphPad Prism Software GraphPad; San Diego, USA
HA-n5-HT2a-pcDNA3 Dr. Rory Mitchell; Universitdt von Edin-
Plasmid burgh, UK
ImageJ-Software NIH; Maryland, USA
Ketanserin Merck KGaA; Darmstadt, BRD
LSD THC Pharm GmbH; Frankfurt a.M., BRD
MDL100907 ABX Advanced Biochemical Compounds;
Radeberg, BRD
Methysergid Merck KGaA; Darmstadt, BRD
Phorbol-myristat-acetat
Quipazin Biozol; Eching, BRD
Ritanserin
Schiittler, Unimax 2010 Heidolph Instruments GmbH; Schwabach,
BRD
SPSS Software IBM Corporation; New York, USA
Thermocycler 60 Bachofer GmbH Laboratoriumsgerite;
Reutlingen, BRD
Tris-Base Roth; Karlsruhe, BRD
Zentrifuge, Allegra 2IR Beckman Coulter GmbH; Krefeld, BRD
Tierversuche Digitales Thermometer + NeoLab Migge Laborbedarf; Heidelberg,
Eintauchfiihler BRD
Sprague-Dawley Ratten Taconic Biosciences; Skensved, Dédnemark
SM/R/N-H Futter-Pellets Ssniff-Spezialdidten GmbH; Soest, BRD
(10 mm)
Zellkultur Ampicillin Merck KGaA; Darmstadt, BRD
C6-Zellen DZNE; Magdeburg, BRD
DMEM (Medium) Lonza; Basel, Schweiz
FKS Merck KGaA; Darmstadt, BRD
Geneticin ThermoFischer Scientific; Schwerte, BRD

HEK?293-Zellen

Dt. Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH; Braunschweig, BRD

Kulturflaschen und -Schalen

Greiner Bio-One GmbH; Frickenhausen,
BRD
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Lipofectamine-2000

ThermoFischer Scientific; Schwerte, BRD

Nucleobond-Xtra-Midi-EF
Kit

Macherey-Nagel GmbH; Diiren; BRD

Penicillin/Streptomycin

Merck KGaA; Darmstadt, BRD

Ultra-Glutamin

UltraMEM Medium

Lonza; Basel, Schweiz

SDS-PAGE und

B-Aktin, Maus-IgG

Cell Signaling Technology; Frankfurt a.M.,

Western Blot (Primér-AK) BRD
ECL (Prime) Detektionsrea- ThermoFischer Scientific; Schwerte, BRD
genz und Hyperfilm
Elektrophorese Spannungs- ~ Amersham Pharmacia Biotech; Freiburg,
quelle, EPS 3500 BRD
Foto-Entwickler und - Kodak; Stuttgart, BRD
Fixierer
Lumineszenz-Detektor, LI-COR Biosciences GmbH; Bad Hom-
Odyssey Fc burg, BRD
Multiphor IT Novablot Amersham Pharmacia Biotech; Freiburg,

BRD

Phospho-p44/42-MAPK, Cell Signaling Technology; Frankfurt a.M.,
Maus IgG (Primir-AK) BRD
Protein-Standards, Precision Bio-Rad Laboratories GmbH; Diisseldorf,
Plus, all blue BRD
15-HT24, Kaninchen-IgG Neuromics; Minnesota, USA
(Primér-AK)
Rotiphorese Gel 30 Roth; Karlsruhe, BRD
Ultraschallbad, HR 30/1 VEB Elektromat; Dresden, BRD
Vertikal-Elektrophorese, Bio-Rad Laboratories GmbH; Diisseldorf,
Mini-PROTEAN Tetra Cell BRD
Ziegen-Anti-Kaninchen- Santa Cruz Biotechnology; Heidelberg,
IgG, HRP (Sekundir-AK) BRD
Ziegen-Anti-Maus-IgG,
HRP (Sekundér-AK)

Immunzyto- DPX-Einschlussmittel Fluka-Feinchemikalien, GmbH; Neu-Ulm,

chemie und Kon-
fokal-
Mikroskopie

BRD

HA-Tag Primér-AK, Kanin-
chen-Serum

Gramsch Laboratories; Schwabhausen,
BRD

Inverses Mikroskop, DM
IRBE

Leica Microsystems GmbH; Wetzlar, BRD

Poly-L-Lysin

Merck KGaA; Darmstadt, BRD

Roti-Histol

Roth; Karlsruhe, BRD

Staurosporin Roche Diagnostics GmbH; Mannheim,
BRD
Sucrose Merck KGaA; Darmstadt, BRD

Transferrin, Alexa 488

ThermoFischer Scientific; Schwerte, BRD

Esel-Anti-Kaninchen-IgG,
Cy3 (Sekundér-AK)

Dianova; Hamburg, BRD

Radiosssay zur
Transphos-

[123-H]Glyzerol

American Radiolabeled Chemicals; St.
Louis, USA
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phatidylierung

DC-Fertigschichten, Kiesel-
gel

Roth; Karlsruhe, BRD

L-a-Lyso-
Phosphatidylcholin

L-a-Phosphatidylcholin

Merck KGaA; Darmstadt, BRD

Phosphatidyl-Ethanol

Enzo Life Sciences; Lorrach, BRD

Phosphatidsiure Natrium-
salz

Merck KGaA; Darmstadt, BRD

RNA-Extraktion
und PCR

Glaskapillare, 20 pl

Roche Diagnostics GmbH; Mannheim,
BRD

LightCycler 2.0

Roche Diagnostics GmbH; Mannheim,
BRD

NucleoSpin RNA 11 Macherey-Nagel GmbH; Diiren, BRD
Oligonukleotide (Gen- Metabion; Planegg, BRD
spezifisch)

Reverse Transkriptase (M-
MLYV), RNase-H Minus-

Promega GmbH; Mannheim, BRD

Punktmutant
Spektrophotometer, Gene- Amersham Pharmacia Biotech; Freiburg,
Quant Pro BRD
SYBR Green I, FastStart Roche Diagnostics GmbH; Mannheim,
DNA Master BRD
Messung zu Ra-  [°’H]Glutamat PerkinElmer Life Sciences; Rodgau-
dioligand- [*H]Spiroperidol Jiigesheim, BRD
Bindungs- Cell Harvester, Inotech Berthold Technologies GmbH; Bad
kapazitit Wildbad, BRD

Homogenisierer, Potter S

B. Braun Biotech international; Goéttingen,
BRD

LSC-Universalcocktail, Ro-
tiszint eco plus

Roth; Karlsruhe, BRD

LY354740

Biozol; Eching, BRD

Zentrifuge, Super-Speed J2-
MC

Spektrometer, ACTA M-VI

Szintillationszihler, LS6500

Beckman Coulter GmbH; Krefeld, BRD

2.2 Tierexperimentelle Methoden

2.2.1

Serotonerge Halluzinogene (sHGs) und 5-HT2a-Antagonisten

LSD, DOB, Ketanserin und MDL100907 wurden in isotonischer Kochsalzlosung (0.9 (w/v)
% Natriumchlorid [NaCl]; Tab. 3) gelost. Die Losung von DMT erfolgte unter leichter An-

sduerung und anschlieBender pH-Retitrierung mit verdiinnter Natronlauge (Vgl. File, 1977,

Sitaram et al., 1987). Alle Substanzen wurden intraperitoneal appliziert (10 ml/kg, i.p.). Die
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eingesetzten LSD- und DOB-Dosen wurden aufgrund von Dosis-Wirkungsbeziehungen fiir
das Auftreten von Shaking Behaviour (SB) ermittelt. Fiir das SB-inaktive DMT wurden 6.0
mg/kg eingesetzt, da SpD-Ratten DMT in dieser Dosis zuverléssig als 5-HTza)-spezifischen
diskriminativen Hinweisreiz erkennen (Glennon et al., 1983a; Smith et al., 1998). Basierend
auf Befunden zum Antagonismus von 5-HT2a-spezifischen Effekten (einschlielich SB, Hy-
perthermie [HYPER] oder Pripuls-Inhibition) wurden Ketanserin (Glennon et al., 1983b;
Mazzola-Pomietto et al., 1995) und MDL100907 (Ouagazzal et al., 2001; Herin et al., 2005)
in Dosen zwischen 0.5 bis 1.0 mg/kg eingesetzt; Behandlung erfolgte 30 Minuten vor sHG-

Injektion. Die Kontrolltiere erhielten reine Kochsalzlosung.

Tabelle 3: Losungen fiir Tierversuche

Kochsalzlosung 154 mM NacCl
(0.9 (w/v) %)

2.2.2  Shaking Behaviour (SB), Tachyphylaxie (TACH) und Toleranz

SB wurde als ruckartiges Schiitteln des Kopfes mit oder ohne Beteiligung des Rumpfes (Head
Twitches [HTs] vs. Wet Dog Shakes [WDS]) entlang der Korperldngsachse definiert (s. Abb.
3) (Handley & Singh, 1986). Fiir die Beobachtung des SB wurden die Ratten einzeln oder in
Gruppen von zwei bis drei Wurfgeschwistern in Acrylzylindern (@ 19 x H23 cm) bzw. Plexi-
glaskifige platziert (L36 x B20 x H38 cm). Das Auftreten von SB wurde iiber 30 Minuten in
direkter Folge an die Applikation des jeweiligen serotonergen Halluzinogens (sHG) (0.01 bis
0.5 mg/kg LSD bzw. 0.005 bis 2.0 mg/kg DOB, i.p.) gezéhlt, fiir das einzelne Tier summiert
und gruppenweise aufgemittelt. Die Beobachtung erfolgte /ive und wurde stichprobenartig
iiber digitale Videoaufnahmen geblindet validiert. Um Fellpflege-motiviertes SB zu minimie-
ren, wurde keine Streu in den Beobachtungszylindern/-kéfigen ausgelegt. Toleranz gegeniiber
LSD- und DOB-induziertem SB wurde jeweils morgendlich quantifiziert und {iber vier Tage
in unabhingigen Tiergruppen unter folgenden Applikationsschemata untersucht: (1) Einmal-
Pro-Tag-Applikation von LSD bzw. DOB (0.025 bzw. 0.25 mg/kg, morgens); (2) Zweimal-
Pro-Tag-Applikation von LSD mit 12-stiindigem Interstimulus-Intervall (ISI) (0.025 mg/kg,
morgens und abends); (3) Zweimal-Pro-Tag-Applikation von LSD bzw. DOB mit 12-
stiindigem ISTI (0.025 bzw. 0.25 mg/kg morgens und 0.25 mg/kg bzw. 0.75 mg/kg abends); (4)
Zweimal-Pro-Tag-Applikation von LSD mit 12-stiindigem ISI (0.025 mg/kg morgens und
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0.25 mg/kg abends), wobei die Ratten den viertdgigen Versuchsablauf zur Gewohnung an
Handling, Injektion und Nicht-Heim-Kéfige vorab unter Kontroll-(Kochsalz-)Bedingungen
durchliefen. Letzteres diente zur Uberpriifung der Hypothese, dass die iiber die vier Experi-
mentaltage eintretende Toleranz gegebenenfalls Elemente kontextueller Habituation enthilt.
Fiir LSD-induziertes SB wurde in einem weiteren Schema (5) zudem auf etwaige Entwick-
lung von TACH gepriift, wobei das sHG an einem Tag zweimal in vier-, acht- oder 24-

stiindigem Intervall appliziert wurde.

2.2.3  Korperkerntemperatur (Tc), Hypersalivation und Toleranz

Die Tc der Ratten wurde mittels eines digitalen Thermometers unter Einfithrung (~4 cm) ei-
nes Vaseline-getauchten Thermofiihlers in das Rektum der Tiere erfasst. Die Messungen wur-
den bei normaler, erh6hter oder verminderter Raumtemperatur (RT: 22, 33 bzw. 11 °C) in den
Heim-Kifigen durchgefiihrt. Die bei erhohter RT stattfindenden Messungen erfolgten in
Wirme-akklimatisierten Ratten. Die Tiere wurden in der Regel vor Applikation des jeweili-
gen sHGs (LSD: 0.025 mg/kg; DOB: 0.25 mg/kg; DMT: 6.0 mg/kg) sowie post-injectionem
einmalig nach 30 Minuten oder iiber eine Stunde in zehn- oder 20-miniitigen Intervallen
Temperatur-gemessen. Die (durchschnittlichen) Post-Treatment-Werte der einzelnen Tiere
wurden gruppenweise aufgemittelt und mit dem entsprechenden Gruppenmittel der Vorab-
messung verglichen. Alternativ wurden die einzelnen Post-Treatment-Messungen in einer
Verlaufskurve abgetragen und mit jener einer Kochsalz-behandelten Kontrollgruppe vergli-
chen. Die bei den Versuchen unter erhohter RT zu beobachtende profuse Speichel-
Externalisierung (Hypersalivation) mit einhergehender Rotfiarbung der unterliegenden Haut
(Abb. 3) wurde anhand einer dreistufigen Skala (1=leicht; 2=mittel; 3=stark) bewertet oder
bindr als vorhanden vs. nicht-vorhanden in Prozent der Beobachtungszeit angegeben und
gruppenweise aufgemittelt. Um Interferenz durch Trinken-bedingte Bendssung/Kiihlung aus-
zuschliefen, wurden die Wasserflaschen hier fiir die Dauer der Post-Messungen entfernt. To-
leranz gegeniiber LSD- und/oder DMT-induzierter Hyperthermie (HYPER) wurde jeweils
morgendlich quantifiziert und iiber vier Tage in unabhéngigen Tiergruppen unter folgenden
Applikationsschemata untersucht: (1) Zweimal-Pro-Tag-Applikation von LSD mit 12-
stiindigem Interstimulus-Intervall (ISI) (0.025 mg/kg morgens und 0.25 mg/kg abends); (2)
Zweimal-Pro-Tag-Applikation von LSD bzw. DMT mit 12- stiindigem ISI (an den Tagen 1
und 4 morgens 0.025 mg/kg [LSD] bzw. 6.0 mg/kg [DMT]; an den Tagen 2 und 3 morgens
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0.25 mg/kg [LSD] bzw. 20 mg/kg [DMT]; sowie 0.25 mg/kg [LSD] bzw. 20 mg/kg [DMT]
abends an den Tagen 1 bis 3). Bei letztgenanntem Applikationsschema wurden die Ratten nur
an Tag 1 und 4 der erhohten RT ausgesetzt und Temperatur-gemessen. Bei der Festlegung der
hoheren DMT-Dose wurde dessen relativ zu LSD geringere therapeutische Breite beriicksich-
tigt. Hintergrund hierfiir ist, dass der Abstand der Dosis, welche von Ratten im operanten
Zwei-Hebelparadigma als 5-HT2(a)-spezifisch erkannt wird, und der Dosis, die ein Serotonin-
syndrom auslost, fiir DMT deutlich geringer ist als fiir LSD (Glennon et al., 1983a; Lucki,
1990).

(a) (b)

WDS

Kontrolle = P 7 < )
b A \

Serotonerges Halluzinogen

Abbildung 3: Shaking Behaviour und Temperatur-bedingte Hypersalivation. (a) Head Twitches (HTs)
involvieren ausschlieBlich Kopf und Hals, Wet Dog Shakes (WDS) erstrecken sich dariiber hinaus iiber
Schultern und Rumpf. Pfeile deuten den Verlauf bzw. die Richtung der Bewegung an. (b) Lateralan-
sicht eines Rattenkopfes. Infolge der Behandlung mit serotonergen Halluzinogenen bei erhohter
Raumtemperatur kommt es zur Ausdehnung und Intensivierung der Schnauzen-Rote sowie zur Bil-
dung eines Speichelfilmes im Halsbereich (blaue Schraffierung). Schematische Darstellung (eigen).

2.3 Molekularbiologische Methoden in Zellkulturen

2.3.1 Zellkultur: Humane embryonale Nieren- und C6-Gliomazellen

Humane embryonale Zellen der Nieren (HEK293: Graham et al., 1977) sowie C6-Glioma-
zellen der Ratte (Benda et al., 1968) wurden in Kulturflaschen mit Dulbecco's-Modified-
Eagle's-Medium (DMEM) unter Zusatz von 10 (v/v) % f6talem Kélberserum (FKS), 2 mM
Ultra-Glutamin sowie 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin bei 37 °C, 5 % CO2
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und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert. Die adhdrent wachsenden Zellen wurden
bei 80 bis 90%iger Konfluenz (~7 x 10° Zellen) alle drei bis vier Tage mit phosphatgepuffer-
ter Salzlosung (PBS; Tab. 4) gewaschen und unter Erhalt von circa 20 % der Ursprungspopu-
lation via Trypsinierung passagiert (Tab. 4); Verwerfung erfolgte nach durchschnittlich 25
Passagen. C6-Zellen exprimieren endogen funktionale :5-HT2a-Rezeptoren (Elliott et al.,
1995); native HEK293-Zellen exprimieren keine 5-HT2a-Rezeptoren (Johnson et al., 2003)

und wurden fir unsere Versuche stabil transfiziert.

Tabelle 4: Losungen fiir Zellkultur

PBS-Waschlosung 137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4
(pH7.4)

Dissoziationsmedium 0.05 % Trypsin, 0.53 mM EDTA in PBS

2.3.2  Generierung einer stabil HA-5-HT2a-exprimierenden HEK293-Zelllinie

Damit HEK293-Zellen 5-HT2a-Proteine zur Expression bringen, wurde die 5-HT2a-
kodierende ¢cDNA (komplementidre Desoxyribonukleinsdure) iiber einen Vektor — hier das
pcDNA3-Plasmid — mittels Liposom-basierter Transfektion (Lipofektion) in diese einge-
bracht. Der humane 5-HT2a-Rezeptor (15-HT24) (GenBank Accession number: NM_000621)
wurde aminoterminal mit einem Epitop des viralen Glykoproteins Hdamagglutinin (HA) mar-
kiert (YPYDVPDYASL), welchem ein spaltbares, ebenfalls viral-stimmiges Signalpeptid
(MKTHALSYIFCLVFA: Guan et al., 1992) zur erleichterten Membran-Insertion vorausging
(s. Abb. 4). Bereitgestellt wurde das pcDNA3-HA-n5-HT2a-Konstrukt freundlicherweise
durch Dr. Rory Mitchell (Univ. von Edinburgh, UK). Amplifizierung erfolgte iiber Hitze-
Schock-Transformation kompetenter Escherichia-coli-Bakterien (XL1-Blue), Ampicillin-
basierte Selektion erfolgreicher Transformanten und Endotoxin-freie Aufreinigung mittels
Nucleobond-Xtra-Midi-EF-Kit. Lipofektion der HEK293-Zellen wurde entsprechend der Her-
stellerangaben unter Verwendung von Lipofectamine-2000 durchgefiihrt, wobei in 6-Well-
Platten bei 80%iger Konfluenz und einem Medium-Volumen von 2 ml pro Well 10 pul Rea-
genz und 4.0 pg Plasmid-DNA zum Einsatz kamen. Selektion und Aufrechterhaltung erfolg-
reicher Transfektanten erfolgten liber Geneticin-basierte Selektion (500 ug/ml DMEM), wo-
bei Membran-Lokation und Funktionalitit des HA-n5-HT2a-Konstruktes konfokal-
mikroskopisch bzw. Western-Blot-analytisch validiert wurden (s. Folge-Abschnitte).
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(c) M K TITALSYIFCLVFAYPYDVPDYASLDILCE

(b) gCC acc atg aag acg atc atc gee ctg age tac atc ttc tge ctg gta tic gec tac cca tac gat gtt cca gat tac gee tee cte gat att ctt tgt gaa ...
Pl e

|
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% _éb
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Abbildung 4: HA-,5-HT2a-pcDNA3-Plasmid (7146 Basenpaare [bp] grof3) (a) mit Schliisselmerk-
malen, einschlieBlich des Cytomegalovirus-stimmigen Expressionspromoters CMV (griin); der Ampi-
cillin- und Geneticin-Resistenzgene AmpR (orange) und NeoR (gelb); der 5-HT,a-Gen-Insertion
HTR2A (rot) mit Himagglutinin-(HA-)Tag (blau) und -Signalpeptid (lila). Subklonierung erfolgte an
der Polyklonierungsstelle mit Schnittstellen fiir diverse Restriktionsenzyme wie EcoRI oder Xbal.
Oberhalb des Plasmids ist (b) die Nukleotid-Sequenz der Insertion sowie (¢) die Aminosiure-Sequenz
des Translationsproduktes zu sehen. Das Basen-Triplet Adenin-Thymin-Guanin (afg) kodiert als Start-
Codon zum Beispiel fiir die erste Aminosaure des HA-,5-HT24-Proteins Methionin (M). Transfiziert in
HEK?293-Zellen wird die Insertion zu (d) mRNA transkribiert und ribosomal zum (e) Protein transla-
tiert. Ribosomale mRNA-Bindung erfolgt an der (b) Kozak-Sequenz (K: gcc-acc-atg). Schematische
Darstellung (eigen).

2.3.3 Polyacrylamidgel-Elektrophorese und Western Blot: Nachweis der HA-n5-HT2a-
Funktionalitit in HEK293-Zellen bzw. des :5-HT2a-Vorkommens in C6-
Gliomazellen

HEK?293-Zellen, die stabil HA-n5-HT2a-Rezeptoren exprimieren, wurden iiber Nacht auf 12-
Well-Platten in Serum-reduziertem DMEM (5 % (v/v) FKS) ausgesit. Nach griindlicher Wa-
schung mit PBS wurden die Zellen bei 37 °C in Serum-freien UltraMEM fiir 2, 5, 10 oder 30
Minuten mit Serotonin (10 uM) oder DOI (100 nM) stimuliert. Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blotting orientierten sich an
Protokollen aus Sambrook & Russell (2001) sowie den Herstellerangaben der eingesetzten
Gerite. Zusammensetzungen der Puffer und Gele sind den Tabellen 5 und 6 zu entnehmen.
Zellaufschluss und Protein-Denaturierung erfolgten in reduzierendem SDS-Probenpuffer un-
ter Sonifizierung (25 s) und Erhitzung (4 min, 95°C). Elektrophoretische Trennung der Prote-
ine wurde iiber das Mini-PROTEAN-System (150 V, ~1.5 h) unter Einsatz von Sammel-,

Trenn- und Elektrodenpuffer in Anlehnung an Lammli (1970) realisiert; zur Auflosung klei-
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nerer Proteine (20 bis 80 kDa) wurde flir das Trenngel eine 10%ige Polacrylamid-

Konzentration gewéhlt. Protein-Standards (250-kDa-Leiter) dienten zur GroBBeneinordnung.

Tabelle 5: Losungen fiir SDS-PAGE und Western Blot

SDS-Probenpuffer 62.5 mM Tris-HCI (pH 6.8), 2 (w/v) % SDS, 20 (v/v) % Glycerol,
0.01 (w/v) % Bromphenol-Blau, 0.1 mM EDTA, 100 mM Dithio-
threitol (DTT)

Elektrodenpuffer 25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 0.1 (w/v) % SDS (pH 8.3)

Transferpuffer 48 mM Tris-Base, 39 mM Glycin, 0.0375 (w/v) % SDS, 20 (v/v) %
Methanol (pH 9.2)

Stripping-Puffer 62.5 mM Tris-HCI, 100 mM Mercaptoethanol, 2 (w/v) % SDS (pH
6.7)

TBS 20 mM Tris, 137 mM NaCl (pH 7.6)

Tabelle 6: Pipettierschema fiir Sammel- und Trenngel (Polyacrylamidgel-Elektrophorese)

Sammelgel Trenngel
(in ml/8 ml) (in ml/15 ml)
ddH20 5.5 5.9
Rotiphorese 1.3 5.0
Tris-HCl 1.0 3.8
(1.0 M, pH 6.8)
SDS (10 (w/v) %) 0.08 0.15
APS (10 (w/v) %) 0.08 0.15
TEMED 0.008 0.006

Western Blotting, das heift der Ubertrag der Proteine auf Nitrozellulose-Membranen wurde
unter Bjerrum-Pufferung semi-dry mittels Elektrotransfer (1.0 mA pro 1 cm?, 1.5 h) durchge-
fiihrt. 5-HT2a-Rezeptoren koppeln an die Signalkaskade der Mitogen-aktivierten Proteinkina-
se (MAPK) (z.B. Florian & Watts, 1998). Nach Blocken der Blots (TBS mit 0.1 % Tween-20
und 5 % Magermilchpulver [TBST-Milch]; 1.5 h, Raumtemperatur [RT]) wurde daher zum
Nachweis der Funktionalitdt des eingesetzten Rezeptor-Konstruktes die Phosphorylierung der
Extrazellulir-Signal-regulierten Kinasen 1 und 2 (ERK1/2) via Ubernacht-Inkubation mit
einem phosphoERK1/2-gerichteten Primir-Antikdrper (AK) untersucht (Maus-IgG: 1:1000,
TBST-Milch; 4 °C). AnschlieBend wurden die Membranen unter Schwinken gewaschen
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(TBST, 4 x je 5 min) und mit einem Peroxidase-konjugierten Anti-Maus-AK inkubiert (Zie-
ge-1gG: 1:2000, TBST; 1.5 h, RT). Sichtbarmachung der immunoreaktiven Banden erfolgte
durch Inkubation in Luminol-H202-Lésung, wobei die infolge der Peroxidase-katalysierten
Luminol-Oxidation entstehende Chemolumineszenz (ECL) auf einem Rontgenfilm festgehal-
ten wurde. Die Membranen wurden gestrippt (Tab. 5) und hinsichtlich der Immunoreaktivitét
des Proteins B-Aktin erneut untersucht (Maus-IgG: 1:5000, TBST-Milch; iiber Nacht, 4 °C).
Die Intensitit der Banden wurde densitometrisch als Mall der intrazelluliren ERK-
Phosphorylierung mittels /mageJ-Software bestimmt und mit jener der B-Aktin-Ladekontrolle
verrechnet.

Der Nachweis zur :5-HT2a-Expression in C6-Zellen wurde in analoger Weise durchgefiihrt;
eingesetzt wurde ein hoch-spezifischer (Magalhaes et al., 2010), N-terminal-gerichteter Pri-
mir-AK (Kaninchen-IgG: 1:100, TBST-Milch, iiber Nacht, 4 °C; Sekundir-AK: Anti-
Kaninchen-Ziege-IgG: 1:3000, TBST; 1.5 h, RT). ECL-Bildgebung erfolgte innerhalb des
Odyssey-Fc-Systems.

2.3.4 Immunzytochemie und Konfokal-Mikroskopie: Internalisierung (INT) von HA-
nS-HT2a-Rezeptoren in HEK293-Zellen

HEK?293-Zellen, die stabil HA-n5-HT2a-Rezeptoren exprimieren, wurden iiber Nacht auf mit
Poly-L-Lysin (PLL) beschichteten Deckgldschen in Serum-reduziertem DMEM (5 (v/v) %
FKS) ausgesit. Nach griindlicher Waschung mit PBS wurden die Zellen zur Markierung der
Oberfldchen-Rezeptoren unter Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit einem HA-
gerichteten Primir-AK inkubiert (Kaninchen-Serum: 1:1000, UltraMEM mit 1 (v/v) % Zie-
genserum; 1.5 h, 4 °C). Die Zellen wurden erneut PBS-gewaschen und mit LSD, DMT, DOI,
Quipazin oder Methysergid in Serum-freiem UltraMEM stimuliert (60 min, 37 °C). Um Po-
tenz-Unterschieden zu begegnen, wurde unter Séttigungskonzentration gearbeitet (1.0 bzw. 10
uM). Immunzytochemie erfolgte nach etablierten Protokollen (Koch et al., 1998; Beyer et al.,
2004); Zusammensetzungen der eingesetzten Losungen sind Tabelle 7 zu entnehmen. Die
stimulierten Zellen wurden bei Raumtemperatur [RT] mit Paraformaldehyd (30 min) fixiert,
mit Tris-phosphatgepufferter Kochsalzlosung (TPBS) gewaschen und unter Blockierung un-
spezifischer Bindungsstellen (TPBS; 10 (v/v) % Pferdeserum [NHS], 2 (w/v) % bovines Se-
rum-Albumin [BFA]) mit 0.3 (v/v) % Triton X-100 permeabilisiert. Nach Ubernacht-
Inkubation mit einem Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Sekundér-AK (Esel-Anti-Kaninchen-

IgG, Cyanin-3 [Cy3]: 1:400, TBST mit je 2 (w/v) % NHS und BFA) wurden die Zellproben
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bei sukzessiv anteigenden Konzentrationen Ethanol (EtOH; 70, 80, 90 bzw. 100 (v/v) %)
entwassert, mit Rotihistol entfettet und mit DPX (Distrene Plasticiser Xylene) auf Objekttra-
gern eingedeckelt. Zelluldre 5-HT2a-Lokalisation wurde konfokal-mikroskopisch iiber Anre-
gung des HA-gebundenen Cy3-Farbstoffes (bei 568-nm Erregung und 570-630-nm Band-
Pass-Emissionsfilterung) bestimmt, digitalisiert und das Ausmalf} der INT densitometrisch als
prozentuales Verhéltnis von intrazelluldrer zu zelluldrer Gesamtfluoreszenz errechnet. Die
Auswertung représentativer Zellgruppen erfolgte geblindet unter Einsatz der Software
ImageJ. Intrinsische Aktivititen wurden relativ zu 10 uM Serotonin bestimmt. Zur Skizzie-
rung des INT-relevanten Signalapparates wurden neben dem Aktivator der Proteinkinase C
(PKC) Phorbol-myristat-acetat (PMA: 100 nM) und dem Endosom-Marker Transferrin (Tf)
(Alexa-488-konjugiert [Ex/Em: 495/519]; 25 pg/ml) im Zusammenhang mit DOI folgende
Ko-Behandlungen appliziert: Ketanserin (5-HT2a-Antagonist: 10 uM), Ritanserin (inverser 5-
HT2a-Agonist: 10 uM), Staurosporin (Breitspektrum-Proteinkinase-Hemmer: 100 nM) und
Sucrose (Hemmer Clathrin-vermittelter Endozytose: 400 mM). Kolokalisation von 5-HT2a-
und Tf-Rezeptoren wurde nach digitaler Entfernung des Bildhintergrundes anhand des Man-

ders-Koeffizienten quantifiziert (Manders et al., 1993).

Tabelle 7: Losungen fiir Immunzytochemie

Fixativ 4 (w/v) % Paraformaldehyd, 0.2 (w/v) % Pikrinsdure in 0.1 M
Phosphatpuffer (pH 6.9)

TPBS 10 mM Tris, 10 mM Phosphatpuffer, 137 mM NaCl, 0.05 (w/v) %
Thimerosal (pH 7.4)

2.3.5 Radiomessung zur Phospholipase-D-(PLD-)katalysierten Transphosphatidylie-
rung (TRANS-P) in HA-n5-HT2a-tranfizierten HEK293-Zellen

HEK?293-Zellen exprimieren PLD (Meier et al., 1999). Um zu {iberpriifen, ob 5-HT2a-
Rezeptoren Agonist-selektiv an PLD koppeln, wurde nach etablierten Protokollen (z.B. Koch
et al., 2003; Rankovic et al., 2009) in Anlehnung an Gonzalez et al. (1996) eine Radiomes-
sung zur PLD-katalysierten TRANS-P durchgefiihrt. Unter physiologischen Bedingungen
setzt PLD das abundante Membranlipid Phosphatidylcholin (PC) unter Freisetzung von Cho-
lin zu Phosphatidsdaure (PA) um. In Gegenwart von Ethanol (EtOH) katalysiert das Enzym
hingegen TRANS-P, das heift den Ubertrag der Phosphatidyl-Gruppe von PC auf EtOH, wo-
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bei das metabolisch stabile und daher per Radiomessung leicht messbare Phosphatidylethanol

(PtdEtOH) entsteht (s. Abb. 5).

(a) Phosphatidsiaure Phosphatidylcholin Phosphatidylethanol
EC 20 E&t %O ogf.—‘ %&0
Q9 PR i Q.
CHy CH-CH, CH5CH-CH, GHyCH-CH,
0 PLD H,0 0 PLD EtOH 0
0=0-0 0=0-0 0=0-0
OH 0-(CH,)~ CH,
CHy CH;~N*-(CH;);
(b) Kieselgel-Platte
PtdEtOH = =T ==
" SR s
PA
A
PC LI

Stl st2 P1 P2 P3 P4

Abbildung 5: Durch Phospholipase D (PLD) katalysierte Transphosphatidylierung (TRANS-P). (a)
Das Membranlipid Phosphatidylcholin (PC) und dessen durch PLD katalysierte Umsatzprodukte
Phosphatidséure (PA) und Phosphatidylethanol (PtdEtOH); Umsatz erfolgt durch H,O-gestiitzte Hyd-
rolyse bzw. Ethanol-gestiitzte TRANS-P. Das in die Membranlipide inkorporierte radioaktiv-markierte
Glyzerol ist gelb-umrandet hervorgehoben. (b) Durch Diinnschicht-Chromatographie realisierte Auf-
trennung der Lipide. Die Proben (hier P1 bis P4) werden zusammen mit Lipid-Standards fiir PA (Stl)
und PtdEtOH (St2) aufgetragen. Durch lod-Firbung kann das in den Proben enthaltene PC auf der
Kiesegel-Platte lokalisiert und fiir die Szintillationszdhlung herausgeschnitten werden; die Lokalisati-
on von PtdEtOH wird anhand der Laufhohe der Standards festgemacht. Schematische Darstellung
(eigen); in Teilen orientiert an Hongu & Kanaho (2014).

HEK?293-Zellen, die stabil HA-15-HT2a-Rezeptoren exprimieren, wurden auf 6-Well-Platten
in Serum-freien UltraMEM ausgesdt und zur Markierung der Membranlipide {iber 24 Stunden
mit [**3H]Glyzerol (1 pCi/ml; spezifische Aktivitit 40 Ci/mM) inkubiert. Nach Waschung
wurden die Zellen mit LSD, DMT, DOI, Quipazin, Methysergid oder dem PKC-Aktivator
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PMA (100 nM) in Serum-freiem UltraMEM stimuliert (30 min, 37 °C). Zum Vergleich der
Agonisten wurde unter Sattigungskonzentration gearbeitet (1.0 bzw. 10 uM); fiir LSD wurde
zudem das Konzentration-Wirkungsverhéltnis bestimmt (1.0 nM bis 10 uM). Die Reaktion
wurde mit 2.5 ml eiskalter Methanol-H20-Ldsung (3:2 (v/v)) abgestoppt und die Zellsuspen-
sion in Falcon-Rohrchen iiberfiihrt. Fiir ein finales Methanol-Chloroform-H20-Volumen von
10:10:9 (Methanol:Chloroform:H20 (v/v/v)) wurden 1.5 ml Chloroform und 0.35 ml H20
hinzugegeben und die Lipid-haltige Chloroform-Phase durch Zentrifugieren (5 min, 2500
rpm) von der Methanol-H20-Phase getrennt und eingedampft. Die Lipide wurden anschlie-
fend in 25 pl Methanol-H20 (1:1) aufgenommen, Diinnschicht-chromatographisch auf Kie-
selgel-Platten aufgetrennt und entsprechend der Lauthdhe aufgetragener Standards unter lod-
Féarbung als PC bzw. PtdEtOH identifiziert (s. Abb. 5). Die mit beiden Lipiden assoziierte
Radioaktivitit wurde mittels Fliissigkeitsszintillationszdhlung quantifiziert und das Ausmaf3
der PLD-Aktivierung als prozentuales [*H]PtdEtOH-zu-[*H]PC-Verhiltnis (y-fache Verinde-
rung) angegeben. Die Potenz (ECso) von LSD wurde iiber non-lineare Regression als Best-Fit-

Parameter durch die Software GraphPad Prism geschitzt.

2.3.6  RNA-Extraktion, reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion zur Be-
stimmung der 5-HT2a-Gen-Expression in C6-Zellen

C6-Zellen, die endogen :5-HT2a-Rezeptoren exprimieren, wurden iliber Nacht auf 12-Well-
Platten in Serum-reduziertem DMEM (5 % FKS) ausgesit. Nach griindlicher Waschung mit
PBS wurden die Zellen bei 37 °C in Serum-freien UltraMEM fiir vier Stunden mit LSD,
DMT, DOB oder PMA (100 nM) stimuliert; zum Vergleich der Agonisten wurde unter Sétti-
gungskonzentration gearbeitet (1.0 bzw. 10 pM). Die zellulire Gesamt-RNA (Ribo-
nukleinsdure) wurde mithilfe des NucleoSpin-RNA-II-Kits entsprechend der Hersteller-
angaben aufgereinigt. Dabei wurden die Zellen durch Mercaptoethanol (1:100) aufgeschlos-
sen, die enthaltenen Nukleinsduren nach Zugabe von EtOH (70 (v/v) %) auf einer Membran
gesammelt und die via rDNase-Verdau (15 min, Raumtemperatur) um Desoxyribonukleinséu-
re-(DNA-)Kontaminationen bereinigte RNA in RNase-freiem Wasser eludiert. Konzentrati-
onsmessung erfolgte spektralphotometrisch durch Bestimmung der optischen Dichte bei einer
Wellenlidnge von A=260 nm, dem Absorptionsmaximum von Nukleinséuren.

Reverse Transkription zu RNA-komplementirer DNA (cDNA) und Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR) wurden sequentiell nach etablierten Protokollen durchgefiihrt (Borner et al.,

2006, 2012). Erststrang-cDNA wurde unter Einsatz der RNase-H-defizienten Mutante (H-)
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der reversen Transkriptase (RT) des murinen Leukémievirus (Moloney-MLV RT [H-]) basie-
rend auf jeweils 1 pg der Template-RNA synthetisiert. Dabei wurde die RNA denaturiert (10
min, 65 °C) und nach Hybridisierung mit Oligo(dT)- und pdN6-Primern auf Eis zur Polyme-
risierung der Deoxynukleosid-Triphosphate und anschlieBender Transkriptase-Inaktivierung
thermozyklisiert (1 h, 42 °C; 15 min, 75 °C). Die entstandene cDNA wurde mit H20 zu einem
Endvolumen von 50 pl verdiinnt und je 2 pl fiir die HTR2A-Gen-spezifische ¢cDNA-
Zweitstrang-Synthese mit 18 pl SYBR-Green-Reaktionsansatz (10 % Fast-Start-DNA-Master-
mix, 0.3 uM je Primer, 3.5 mM MgCl) in Glaskapillaren iiberfiihrt. Die Sequenzen der einge-

setzten Primer sind der Tabelle 8 zu entnehmen.

Tabelle 8: Eigenschaften der Gen-spezifischen Primer der Polymerase-Kettenreaktion

rS'HTzA rB'Aktin
Gen HTR2A (NM _017254.1) ACTB (NM _031144.3)
Primer Vorwirts 5'-CAT GGC CGT CAT 5’-GGT CCA CAC CCG CCA
CTG CAA AG-3 CCA G-¥
Liange (bp) 20 19
CG (%) 55 74
Revers 5'-TCC GAC TGT TTC CCC 5’-CAG GTC CAG ACG CAG
AG-3' GAT GG-3’
Linge (bp) 20 20
CG (%) 55 65
Amplikon Lénge (bp) 330 565

Nach Aktivierung der Fast-Start-Taq-DNA-Polymerase durch Hot-Start-Priinkubation (8
min, 95°C) erfolgte die LightCycler-gestiitzte Amplifizierung in 50 Zyklen ([1] 5 s bei 95 °C,
[2] 5 s bei 56 bzw. 60 °C und [3] 14 bzw. 22 s bei 72 °C fiir 5-HT2a bzw. B-Aktin) mit ab-
schlieBender Schmelzung des Amplikons bei linearem Temperaturanstieg. Der im Reaktions-
ansatz enthaltene Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green bindet interkalierend an cDNA, wodurch
dessen Fluoreszenz zunimmt. Mit jedem Amplifikationszyklus wird mehr Primer-spezifische
cDNA synthetisiert. Der einhergehende Fluoreszenzzuwachs wurde fiir die einzelnen Proben
in Form von Amplifikationskurven abgebildet und jener Zyklus, in dem die jeweilige Aus-
gangsfluoreszenz um zehn Standardabweichungen iibertroffen wurde (Crossing-Point), als

Mal} fiir die dem Amplikon zugrundeliegende Transkript-Menge herangezogen. Die
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Transskripte des :5-HT2a-Rezeptor-Gens (HTR2A) wurden an jener des -Aktin-kodierenden
House-Keeping-Gens (ACTB) normalisiert und als y-fache Verdnderung der unstimulierten
Kontrolle angegeben. Amplikon-Spezifitit wurde anhand von Schmelzkurven- und Restrikti-
onsanalysen tiberpriift. Fiir letztere wurde das Amplikon durch die Restriktionsenzyme Pvull
und A/ul verdaut (2 h, 36 °C) und mittels 1%-Agarose-Gel-Elektrophorese separiert. Entspre-
chend der Lage der beiden Konsensus-Stellen CAG*"CTG und AG”CT ist die in Abbildung 6

aufgezeigte Fragmentierung zu erwarten.

5'_catggccgtc atctgcaaag aatcctgcaa Cgaaaatgtc atCggagccc TQCTCAatgt gLTTOLChog
attggttatc tctoctcagc tgtcaatcca ctggtatata cgttgttcaa taaaacttat aggtccgoct
tctcaaggta cattcagtgt cagtacaagg aaaacagaaa gocactgcag ttaattttag tgaacactat
accagcatto goctacaagt ctagtcagot ccaggtggga cagaaaaaga actcacagga agatgctgag
cagacagttg atgactgotc catgottaca ctggggaaac aacagtcgga-3!

Alul Puvll
89 89
149 241
92

Abbildung 6: Nukleotid-Sequenz des mittels Polymerase-Kettenreaktion multiplizierten S-HT2a-
Transkript-Amplikons. Hybridisierungsstellen der Primer sind gelb, Konsensus-Stellen der Enzyme
Alul und Puvll rot bzw. griin unterlegt. Restriktion durch Alul geht mit drei Teilstiicken a 89, 149 und
92 Basenpaaren (bp), durch PuvIl mit zwei a 89 und 241 bp einher. Schematische Darstellung (eigen).

2.4 Untersuchungen zur Radioligand-Bindungskapazitit von Hirn-Homo-
genaten

Die wiederholt mit LSD, DOB, DMT oder Kochsalzlésung behandelten Ratten wurden 24
Stunden nach Letztapplikation getotet, dekapitiert und die relevanten Hirnareale gemil3 der
von Popov et al. (1973) beschriebenen Technik herauspréipariert. Die Auswertung zur SB-
Versuchsserie wurde auf den frontalen Kortex (FC) beschrinkt; bei der Hyperthermie-
(HYPER-)Versuchsserie wurden zusétzlich Hypothalamus, Hirnstamm und Riickenmark be-
riicksichtigt. Das Hirngewebe wurde homogenisiert, die synaptischen Membranfraktionen in

Anlehnung an Zukin et al. (1974) fraktioniert und bei -20 °C eingelagert.
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2.4.1 Radiomessungen zu 5-HT24a- und Glutamat-Bindungsstellen

Die Rezeptor-spezifische Radioligand-Bindungskapazitét der fraktionierten Membranen wur-
de nach etablierten Protokollen untersucht (z.B. Schroeder et al., 1999). Die aufgetauten Pel-
lets wurden zentrifugiert (50,000 x g, 15 min), in Tris-HCI-Puffer (pH 8.0 bzw. 7.4) resuspen-
diert, gewaschen und erneut zentrifugiert. Aliquote (50 pl) zu je 175 bis 200 ug Protein —
spektrometrisch bestimmt nach Lowry et al. (1951) — wurden in Puffer (Tab. 9) in einem fi-
nalen Volumen von 1.0 ml mit [*H]Spiroperidol bzw. [*H]Glutamat inkubiert (spezifische
Aktivitit: 800 GBg/mM bzw. 1.43 TBg/mM; 30 bzw. 40 min, 37 °C). Die Membranfraktio-
nen wurden anschlieBend unter Vakuum auf 0.5%-Polyethylenimin-getrinkten GF/A-
Glasfaserfiltern gesammelt, dreifach mit eiskaltem Tris-HCI-Puffer (pH 8.0 bzw. 7.4) gewa-
schen, getrocknet und die vom *H-Label ausgehende P-Energie iiber deren Interaktion mit
einem Toluen-haltigen Szintillationscocktail durch Fliissigkeitsszintillationszédhlung quantifi-
ziert. Die spezifische 5-HT2a- bzw. Glutamat-Rezeptorbindung des jeweiligen Radioliganden
wurde durch Subtraktion der unspezifischen von der Gesamtbindung in An- und Abwesenheit
von sittigenden Konzentrationen nicht-radiomarkierter selektiver Liganden berechnet (s. Tab.
9), um die jeweils in der Probe enthaltene Proteinmenge korrigiert und als ICso oder Emax der

Verdriangung (y-fache Verdanderungen) angegeben.

2.4.2 Radiomessungen zur G-Protein-Kopplung von 5-HT2- und metabotropen Glu-
tamat-Rezeptoren (mGlu)

Die G-Protein-spezifische [**S]Guanosin-5'-O-[y-thio]triphosphat-(GTPyS-)Bindungskapa-
zitdt der fraktionierten Membranen wurde in Anlehnung an etablierte Protokollen untersucht
(z.B. Becker et al., 2006). Die aufgetauten Pellets wurden zentrifugiert (50,000 x g, 15 min),
in Tris-HCI-Puffer (pH 7.4) resuspendiert, gewaschen und erneut zentrifugiert. Aliquote (50
ul) zu je 20 bis 25 pg Protein — spektrometrisch bestimmt nach Lowry et al. (1951) — wurden
in einem finalen Volumen von 1.0 ml mit [¥S]GTPyS (spezifische Aktivitit: 46.3 TBq/mM)
und dem jeweiligen Agonisten in Puffer inkubiert (s. Tab. 9; 1 h, 37 °C). Stimulierung erfolg-
te bei molarem Uberschuss von GDP (3 uM), um basalem GDP-GTPyS-Austausch entgegen-
zuwirken. Die Membranfraktionen wurden unter Vakuum auf 0.5%-Polyethylenimin-
getrinkten GF/A-Glasfaserfiltern gesammelt, dreifach mit eiskaltem Tris-HCI-Puffer (pH 7.4)
gewaschen, getrocknet und die vom *°S-Label ausgehende B-Energie iiber deren Interaktion

mit einem Toluen-haltigen Szintillationscocktail durch Fliissigkeitsszintillationszdhlung quan-
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tifiziert. Die spezifische [*>S]GTPyS-G-Protein-Bindung wurde durch Subtraktion der unspe-
zifischen von der Gesamtbindung in An- und Abwesenheit von unmarkiertem GTPyS (10
uM) berechnet, um die jeweils in der Probe enthaltene Proteinmenge korrigiert und als Emax

Agonist-induzierter Stimulierung (y-fache Verdnderungen) angegeben.

Tabelle 9: Inkubationspuffer fiir Radioligand-Bindungsuntersuchungen

5-HT2a 50 mM Tris, 120 mM NaCl, 5 mM KClI, 2.5 mM CaClz, ]| mM
MgClz (pH 8.0); 1 nM [*H]Spiroperidol + 10? bis 10* M DOB
oder Cinanserin

Glutamat 30 mM Tris, 2.5 mM CaClz (pH 7.4); 50 nM [*H]Glutamat + 10~
bis 10* M Glutamat

G-Protein 50 mM Tris, 3 mM MgClz, 0.2 mM EGTA, 100 mM NaCl (pH
7.4); 0.05 nM [**S]GTPyS + 10 uM DOB, LY354740 oder Glu-
tamat

2.5 Statistische Auswertung

Inferenzstatistische Datenanalyse erfolgte Software-gestiitzt durch SPSS oder GraphPad
Prism tiberwiegend nicht-parametrisch und in Abhéngigkeit des den jeweiligen Daten zu-
grundeliegenden Studiendesigns. In Fillen, in denen Mittelwerte einer Variablen in mehr als
zwei unabhdngigen Stichproben verglichen wurden, wurde der Kruskal-Wallis-Test einge-
setzt; Einzelvergleiche wurden post hoc unter Dunn-Korrektur oder a priori spezifiziert mit-
tels Mann-Whitney-Test durchgefiihrt. Within-Subject-Unterschiede bei Einmalmessung
zweier Variablen oder Zweifachmessungen einer Variablen wurden mittels Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test gepriift. Die iiber mehrere Tage stattfinden Toleranz-Versuche wurden
via zweifaktorieller Varianzanalyse mit Messwiederholung auf einem Faktor ausgewertet
(Mixed-Model, MW-ANOVA), gefolgt von Bonferroni-korrigierten Mehrfachvergleichen
bzw. paarweiser Kontrastanalyse. Korrelationen wurden bei gegebener Intervallskaliertheit
nach Pearson berechnet. Signifikanz wurde immer dann angenommen, wenn die Nullhypo-
these zum statistischen Vergleich bei maximal ein- bis fiinfprozentiger Irrtumswahrschein-
lichkeit (p<.01 bzw. p<.05) zuriickgewiesen werden konnte. Signifikanzniveaus von p=.1

wurden als Trend ausgezeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Verhaltensuntersuchungen: LSD- und DOB-induziertes Shaking Behaviour

3.1.1 Dosis-Wirkungskurve von LSD- und DOB-induziertem Shaking Behaviour (SB)

Bei SpD-Ratten, die getrennt voneinander in Acrylzylinder beobachtet wurden, fiihren beide
serotonergen Halluzinogene (sHGs), LSD und DOB, zu signifikant erh6htem Auftreten von
SB (Abb. 7). LSD ist in etwa zehnmal potenter als DOB, seine Maximalwirkung ist jener von
DOB jedoch unterlegen: Wihrend DOB (0.25 bzw. 0.5 mg/kg, i.p.) in 30 Minuten 10.7141.48
bzw. 10.09+£2.65 SB-Komponenten (MW=+SEM) hervorruft, sind unter LSD (0.025 mg/kg,
1.p.) lediglich 3.69+0.76 zu beobachten (Abb. 7) (Kruskal-Wallis=15.58 [LSD] bzw. 26.27
[DOBY], p<.05; Post-hoc-Vgl. Katr, p<.01).
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Abbildung 7: Dosis-Wirkungskurve fiir (a) LSD- und (b) DOB-induziertes Shaking Behaviour bei
voneinander getrennt beobachteten Ratten. Anzahl (MW+SEM): Vgl. Kntr (Kochsalz), * p<.05 bzw.
** p<.01 (n=Anzahl der Tiere pro Gruppe) (nach Buchborn et al., 2015).

Bei DMT ist SB im Dosisbereich von 0.5 bis 20 mg/kg (i.p.) kein verldsslich auftretendes
Verhaltenssymptom. In hoheren Dosen induzieren alle drei sHGs Komponenten des Sero-
toninsyndroms; diese beinhalten Backward Walking, Flat Body Posture, Forepaw Treading
und/oder Straub Tail und sind bei DMT am eindriicklichsten (nicht gezeigt).
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3.1.2 Einfluss der Gegenwart von Wurfgeschwistern auf LSD- und DOB-induziertes
Shaking Behaviour (SB)
Da die Maximalwirkung von LSD und DOB nur sehr gering ausfillt, wenn Ratten getrennt
von thren Wurfgeschwistern beobachtet werden (Abb. 7 und 8), wurden alle folgenden Expe-
rimente in groBeren Kéfigen durchgefiihrt, in denen immer zwei oder drei Geschwisterratten
gleichzeitig Platz fanden. Wie in Abbildung 8 ersichtlich ist, wird halluzinogenes Verhalten-
soutput in Gegenwart von vertrauten Wurfgeschwistern begiinstigt. Im Mittel zeigen sich in
einer halben Stunde hier 13.25+0.65 SB-Komponenten unter LSD (0.025 mg/kg, i.p.) und
21.00«+ 2.59 unter DOB (0.25 mg/kg, i.p.) (Einzeln vs. Gruppe: u=0.0 [LSD], u=2.5 [DOB], je
p<.01). Auch die Kochsalz-behandelten Kontrollratten zeigen im Trend mehr SB, wenn sie
zusammen beobachtet werden (Einzeln vs. Gruppe [MW=SEM]: 0.63% 0.32 vs. 2.44+ (.73;
u=14, p=.057). Bei DMT hingegen bleibt signifikantes SB indes weiterhin aus (nicht gezeigt).

(MW-+SEM): Vgl. Einzelbeobachtung, ## p<.01
bzw. (NS) p<.1 (Trend) (n=7-8 pro Gruppe)
(nach Buchborn et al., 2015).
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3.1.3 Komponenten des LSD- und DOB-induzierten Shaking Behaviour (SB)

Bei Ratten umfasst SB sowohl Head Twitches (HTs) als auch Wet Dog Shakes (WDS) (Abb.
9). Mit einer prozentualen Verteilung von 63.68 zu 36.32 % evoziert LSD signifikant mehr
WDS als HTs (Wilcoxon [W]=-24, p=.031). Fiir DOB verhilt es sich mit anteilig 36.91 %
WDS und 63.09 % HTs andersherum (W=21, p=.047).
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6 Abbildung 9: LSD- und DOB-induzierte Wet Dog Shakes
(WDS) und Head Twitches (HTs) bei in Gruppen beobachte-
ol €48 ten Tieren. Anzahl (MW+SEM): Vgl. WDS vs. HTs, # p<.05
T T (n=6-8 pro Gruppe). Kntr= Kochsalz (nach Buchborn et al.,
~l~‘$ @0 oo@ 2015).

3.1.4 Blockade des LSD- und DOB-induzierten Shaking Behaviour (SB) durch den 5-
HT2a)-Antagonisten Ketanserin

Vorbehandlung mit Ketanserin (Kts), einem selektiven 5-HT2a)-Antagonisten, blockiert beide

Komponenten sHG-induzierten SBs (Abb. 10). Wéhrend LSD (0.025 mg/kg, i.p.) per se

durchschnittlich 15.00+£0.63 SB-Komponenten in 30 Minuten hervorruft, reduziert Ketanserin
(Kts: 0.5 bzw. 1.0 mg/kg, i.p., 30 min prd) selbige auf 0.83+0.48 bzw. 0.17+0.17 (LSD=Kts,
je u=0.0, p<.01). Auch DOB (0.25 vs. 0.5 mg/kg, i.p.), das Dosis-abhéngig 25.71+1.38 bzw.

12.294+3.89 Komponenten auslost, verliert in Gegenwart von Ketanserin (0.5 bzw. 1.0 mg/kg,
1.p., 30 min prd) vollstidndig seine Fahigkeit, SB auszulosen (Anzahl [MW=SEM]: 1.14+0.55
bzw. 0.0+0.0; DOB+Kts, u=3.5 bzw. u=0.0, je p<.01).
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Abbildung 10: Blockade von (a) LSD- bzw. (b) DOB-induziertem Shaking Behaviour (0.025 bzw.
0.25 und 0.5 mg/kg, i.p.) durch Ketanserin (Kts: 0.5 bzw. 1.0 mg/kg, i.p., 30-min Vorbehandlung) bei
in Gruppen beobachteten Ratten. Anzahl (MW+SEM): Vgl. Kntr bzw. Agonist+Kts, * p<.05 bzw. ##
p<.01. Kntr=Kochsalz (n=6-7 pro Gruppe) (nach Buchborn et al., 2015).

3.1.5 Tachyphylaxie gegeniiber LSD-induziertem Shaking Behaviour (SB)

Wird LSD (0.025 mg/kg, i.p.) innerhalb eines Tages zweimal appliziert, fdllt das bei der
Zweitapplikation induzierte SB signifikant vermindert aus, wenn diese vier oder acht Stunden
nach der Erstapplikation erfolgt (Abb. 11a) (% Erstapplikation [MW=SEM]: 13.574+0.92 vs.
7.43+1.15 [4-h-ISI], W=-28, p<.01; 15.71£1.49 vs. 10.14£1.01 [8-h-ISI], W=-26, p=.016).
Liegen 24 Stunden zwischen beiden Applikationen, stellt sich keine Verminderung ein (Abb.
11a) MW=SEM: 11.3+1.40 vs. 10.00+1.44, W=-8.0, n.s.). Werden beide Einzeldosen simul-
tan appliziert (das heifit 0.05 statt 0.025 mg/kg, i.p.), zeigt sich im Vergleich zur singuldren
LSD-Dosis erhohtes SB-Auftreten (Abb. 11b) (Anzahl [MW=SEM]: 18.00+£1.70 wvs.
25.20+1.46,u=1.5, p=.012).
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Abbildung 11: Tachyphylaxie gegeniiber LSD-induziertem Shaking Behaviour bei in Gruppen beo-
bachteten Ratten. (a) LSD (0.025 mg/kg, i.p.) wurde mit vier-, acht- oder 24-stiindigem Intervall zwei-
fach appliziert. % Erstapplikation [MW=£SEM]): Vgl. 0.0 h, # p<.05 bzw. ## p<.01. (b) Effekt simul-
taner Applikation zweier LSD-Dosen (das heif3t insgesamt 0.05 mg/kg, i.p.) verglichen mit Einfach-
applikation (das heiflit 0.025 mg/kg, i.p.). Anzahl (MW+SEM): Vgl. Kntr (Kochsalz: 0.0 mg/kg LSD),
** p<.01; Vgl. Einzel- vs. Zweifachdosis, # p<.05 (n=5-6 pro Gruppe) (nach Buchborn et al., 2016).

41



Ergebnisse

3.1.6 Toleranz gegeniiber LSD- und DOB-induziertem Shaking Behaviour (SB)

Wird LSD (0.025 mg/kg, i.p.) ein- oder zweimal pro Tag appliziert, sprechen die Ratten,
wenn sie jeweils nach der morgendlichen Injektion fiir eine halbe Stunde beobachtet werden,
iber vier Tage relativ konstant auf das serotonerge Halluzinogen (sHG) an. Wihrend am ers-
ten Tag der Einmal-Pro-Tag-Applikation beispielsweise 11.29+1.49 (MW=SEM) SB-
Komponenten zu beobachten sind, induziert LSD am letzten Tag der wiederholten Behand-
lung in Anzahl kaum merklich veriinderte 12.29+1.44 Komponenten. Ahnliches zeigt sich fiir
den selektiven 5-HT2-Agonisten DOB (0.25 mg/kg, i.p.), der an Tag 1 eines Einmal-Pro-Tag-
Applikationsschemas 15.9142.8 und an Tag 4 12.00+1.48 SB-Komponenten hervorruft. Dass
die Verhaltenseffekte beider sHGs infolge der Mehrfachapplikationen keiner substanziellen
Verdanderung unterworfen sind (Abb. 12a), wird inferenzstatistisch (ungeachtet signifikanter
Haupteffekte) in Form fehlender Signifikanz der ZeitxGruppe-Interaktion verdeutlicht (Fs.s3,
62.241=1.39, n.s.).
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Abbildung 12: LSD- und DOB-induziertes Shaking Behaviour (SB) bei viertdgiger Behandlung von
in Gruppen beobachteten Ratten. (a) DOB wurde einmal (;xDOB: 0.25 mg/kg, i.p.), LSD ein- oder
zweimal pro Tag appliziert (1xLSD vs. 2L.SD: 0.025 mg/kg, i.p.). (b) LSD und DOB wurden zweimal
pro Tag appliziert (.xLSD vs. »xDOB), morgens in geringer (0.025 mg/kg bzw. 0.25 mg/kg, i.p.) und
abends in mittlerer Dosis (0.25 mg/kg bzw. 0.75 mg/kg, i.p.). Eine weitere Gruppe von Tieren, die die
zuletzt beschriebene LSD-Behandlung erfuhr, wurde vorab iiber vier Tage an Kochsalz-Injektionen
und Aufenthalt in den Experimentalkéfigen gewdhnt (,xLSD-H). Die 30-miniitige Quantifizierung des
SB erfolgte immer nach der morgendlichen Injektion. Anzahl (MW+SEM): MW-ANOVA, Bonferro-
ni-korrigierte Post-Hoc-Vergleiche zur Erstapplikation (Tagl), je ** p<.01 (Klammerterm hinter Sig-
nifikanz-Sternen gibt an, an welchen Tagen signifikante Unterschiedlichkeit festgestellt wurde)
(partiell nach Buchborn et al., 2015).
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Anders hingegen verhilt es sich, wenn LSD und DOB zweimal pro Tag injiziert werden, und
die Dosis der abendlichen Zweitapplikation dabei auf 0.25 mg/kg LSD bzw. 0.75 mg/kg DOB
(i.p.) erhoht wird. Fiir das jeweils nach der morgendlichen Injektion der sHGs (0.025 LSD
bzw. 0.25 mg/kg DOB) fiir 30 Minuten quantifizierte Auftreten von SB ergeben sich signifi-
kante Haupteffekte fiir Zeit (F2.54, 109391=77.99, p<.01) und Gruppe (F3.43=31.38, p<.01) so-
wie eine signifikante ZeitGruppe-Interaktion (Fi7.63,100391=13.45, p<.01) (Abb. 12b). Der
grofite Verlust des Ansprechens auf beide sHGs ldsst sich dabei vom ersten auf den zweiten
Tag beobachten (Post-hoc-Vgl. Tagl vs. Tag2, jeweils p<.01). So induziert LSD am ersten
Tag 16.07+1.31, am zweiten Tag 8.6+1.05 und am dritten und vierten Tag jeweils 5.33 SB-
Komponenten. Das Ansprechen auf DOB nimmt — mit einem zundchst starken Abfall gefolgt
von relativer Konstanz (Anzahl Tagl [MW+SEM]: 22.64+1.66; Tag2: 8.914+2.19; Tag3:
6.27+1.48; Tag4: 6.45+0.76) — einen mit LSD vergleichbaren Verlauf; anders als bei LSD
wird der Unterschied vom zweiten zum dritten Tag allerdings nicht mehr signifikant (Post-
Hoc-Vgl. Tag2 vs. Tag3, n.s. [DOB]; p<.05 [LSD]). Dass die Wirkung von LSD {iber die Ta-
ge nachldsst, ist unabhingig davon, ob die Tiere vorab gegeniiber dem experimentellen Pro-

zedere habituiert wurden oder nicht (Abb. 12b) (Post-Hoc-Vgl. xL.SD vs. 2xLSD-H, n.s.).

3.2 Messungen der Korperkerntemperatur (Tc): LSD-, DMT- und DOB-
induzierte Thermoregulation in Abhiingigkeit der Raumtemperatur

3.2.1 Effekt bei normaler Raumtemperatur (RT)

Bei normaler RT (22 °C) haben SpD-Ratten eine durchschnittliche, rektal gemessene Tc von
38.45+0.04 °C (MW=SEM). Werden die Tiere mit einer geringen Dosis LSD oder DMT
(0.025 bzw. 6.0 mg/kg, i.p.) behandelt und ihre Tc 20, 40 und 60 Minuten nach Behandlung
erneut gemessen, zeigt sich — wie in Abbildung 13 ersichtlich — dhnlich den Kochsalzldsung-
behandelten Kontrollratten im Mittel der drei Post-Injektionsmessungen keine signifikante
Verdnderung der Prd-Injektionstemperatur (°C post [MW=SEM]: 38.47+0.08 [Kochsalzl6-
sung], 38.52+0.29 [LSD] bzw. 38.22+0.18 [DMT]; Prd-Post-Vgl., W=9, 0.0 bzw. -4.0, je
n.s.). Nur der selektive 5-HT2-Agonist DOB (0.25 mg/kg, i.p.) ruft einen Tc-Anstieg hervor,
der sich statistisch jedoch nur als Trend abzeichnet (°C Prd-Post-Vgl. [MW=SEM]:
38.454+0.23 vs. 39.35+0.3; W=10, p=.062). Bei erhohter Dosis kommt es unter LSD (0.25

43



Ergebnisse

mg/kg, i.p.) zu leichter, aber signifikanter Hypothermie (Abb. 13) (°C Prd-Post-Vgl.
[MW=SEM]: 38.67+0.12 vs. 38.17+0.16; W=-21, p=.016).
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Abbildung 13: Effekt von serotonergen Halluzinogenen auf Korperkerntemperatur von Ratten bei 22
°C Raumtemperatur. LSD wurde in geringer und mittlerer (0.025 vs. 0.25 mg/kg, i.p.), DOB und DMT
in geringer Dosis (0.25 bzw. 6.0 mg/kg, i.p.) getestet. Die Vorabmessung erfolgte direkt vor Injektion,
die Post-Messungen 20, 40 und 60 min nach Injektion. °C (MW=+SEM): Prdi-Post-Vgl., # p<.05 bzw.
(NS) p=.1 (Trend) (n=4-6 pro Gruppe). Kntr=Kochsalz.

3.2.2 Effekt bei verminderter Raumtemperatur (RT)

Werden die Ratten nach der Prd-Injektionsmessung bei 22 °C in einen auf 11 °C gekiihlten
Kifig gesetzt und nach 30-miniitigem Aufenthalt erneut gemessen, zeigt sich, dass Kochsalz-

l6sung-behandelte Tiere ihre Korpertemperatur

(Tc) auch bei verminderter RT konstant halten o 39.0+

.. . :
(Abb. 14) (°C Prd-Post-Vgl. [MW+SEM]: "é . 38.5-
38.334+0.08 vs. 38.38+0.07; W=4, n.s.). LSD-, 8_ ) #*
stirker noch DOB-behandelten Tiere (0.025 qE, wm 38.0- .

: . L tXx
mg/kg vs. 0.25 mg/kg, i.p.) gelingt dies nicht, 8_ g o Kntr
1S

sie entwickeln signifikante Hypothermie (°C § : :5%?3
Prii-Post-Vgl. [MW=SEM]: 38.48+0.13 vs. 37.0-
38.00+0.15 [LSD], W=-19, p=.031; 38.430.04 D& S b

QU R o
vs. 37.53+0.15 [DOB], W=-21, p=.016).
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Abbildung 14: Effekt von LSD (0.025 mg/kg, i.p.) bzw. DOB (0.25 mg/kg, i.p.) auf die Koérperkern-
temperatur von Ratten bei 11 °C Raumtemperatur. Die Vorabmessung erfolgte direkt vor Injektion,
die Post-Messung 30 min nach Injektion. °C (MW=SEM): Prd-Post-Vgl., # p<.05 (n=6 pro Gruppe).
Kntr=Kochsalz.

3.2.3 Effekt bei erhohter Raumtemperatur (RT) und dessen Blockade durch 5-HT2a-
Antagonisten

Bei erhohter RT (33 °C) haben SpD-Ratten, die zuvor Temperatur-habituiert wurden, eine
rektal gemessene Korpertemperatur (Tc) von 38.46+£0.47 °C (MW=SEM). Unter Behandlung
mit einer geringen Dosis von LSD oder DMT (0.025 mg/kg bzw. 6.0 mg/kg, i.p.) kommt es
iiber alle fiinf Post-Messzeitpunkte gemittelt zu einer signifikanten Tc-Erhdhung (Abb. 15)
(°C [MW=*SEM]: 39.58+0.09 [LSD]; 39.81+0.13 [DMT]; Kruskal-Wallis=50.76, p<.01; Post-
Hoc-Vgl. Kntr, p<.05 [LSD] bzw. p<.01 [DMT]). Die hypertherme Wirkung von LSD und
DMT wird durch den selektiven 5-HT2-Agonisten DOB rekapituliert (°C [MW=SEM]:
40.01+0.11; Post-Hoc-Vgl. Kntr, p<.01). Die von LSD bzw. DOB hervorgerufene Hyper-
thermie (HYPER) zeigt iiber die Dauer der Messung einen steten Anstieg; die hypertherme
Wirkung von DMT erreicht nach 30 Minuten ihren Hohepunkt und beginnt dann wieder leicht
zu sinken (nicht gezeigt). Der selektive 5-HT2a-Antagonist MDL100907 (MDL; 0.5 mg/kg,
i.p., 30 min prd) blockiert den LSD- und DMT-induzierten Tc-Anstieg (Abb. 15) (°C
[MW=SEM]: 38.7+0.12 [LSD+MDL] und 38.78+0.11 [DMT+MDL]; Kruskal-Wallis=50.76
bzw. 16.78, p<.01; Post-Hoc-Vgl. AgonisttMDL, p<.05 [LSD] bzw. p<.01 [DMT])).
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Abbildung 15: Effekt von serotonergen Halluzinogenen auf die Korperkerntemperatur (Tc) von Rat-
ten bei 33 °C Raumtemperatur (LSD: 0.025 mg/kg, i.p.; DOB: 0.25 mg/kg, i.p.; DMT: 6.0 mg/kg, i.p.)
und dessen Blockade durch Ketanserin bzw. MDL100907 (0.75 mg/kg [Kts] bzw. 0.5 [MDL] mg/kg,
1.p; 30 min prd). Ketanserin hat per se keinen Einfluss auf Tc. Messungen erfolgten 10, 20, 30, 40 und
50 min post-injectionem. °C (MW+SEM): Vgl. Kntr (Kochsalz), **p<.01; Vgl. Agonist+Kts bzw.
MDL, # p<.05 bzw. ##p<.01 (n=5-12 pro Gruppe).

Auch der selektive 5-HT2a>2c-Antagonist Ketanserin (Kts; 0.5 bzw. 0.75 mg/kg, 1.p.), der per
se keinen signifikanten Einfluss auf Tc ausiibt (MW+SEM: 38.49+0.13; Post-Hoc-Vgl. Kntr,
n.s.) wirkt sHG-induzierter HYPER entgegen (Abb. 15) (°C [MW+SEM]: 38.91+0.13
[LSD+Kts]; 39.04+0.07 [DMT+Kts]; Kruskal-Wallis=17.14, p<.01; Post-Hoc-Vgl. Agonist+
Kts, p<.05 [LSD] bzw. p<.01 [DMT)).

3.2.4 Effekt bei erhohter Raumtemperatur (RT): Hypersalivation und deren Blockade
durch den 5-HT2a-Antagonisten MDL100907 (MDL)

Neben Hyperthermie (HYPER) kommt es infolge von sHG-Behandlung bei erhdhter RT (33
°C) zu verstérkter Speichel-Sekretion, welche sich in Form eines gut sichtbaren Néssefilms
sowie Hautrétung um die Schnauze der Ratten abzeichnet. Wird das Vorhandensein der Hy-
persalivation 10, 20, 30, 40 und 50 Minuten nach Injektion bestimmt, zeigt sich, dass LSD-
behandelte Tiere in 3.66+0.42 (MW=SEM) der fiinf Beobachtungsintervalle Hypersalivation
manifestieren; fiir Kochsalz-behandelte Tiere ist dies mit 0.2+0.2 Intervallen signifikant we-
niger (Kruskal-Wallis=17.25, p<.01; Post-Hoc-Vgl. Kntr, p<.05) (Abb. 16). LSD-induzierte

Hypersalivation wird durch den selektiven 5-HT2-

x
Agonisten DOB (0.25 mg/kg, 1.p.) rekapituliert ;f)\ d . *
(Anzahl positiv bewerteter Intervalle [MW=SEM]: % :E‘; B ;
4.4+0.24; Post-Hoc-Vgl. Katr, p<.01) und unter % £ ¥ %
30-miniitiger Vorbehandlung durch den selektiven g "2 24 /
5-HT2a-Antagonisten MDL100907 (0.5 mg/kg, & E 14 %
i.p.) blockiert (MW-SEM: 0.040.0; Post-Hoc-Vel. — £ J = é *
LSD+MDL, p<.05) r T r T
& L ﬁo\’
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Abbildung 16: LSD- bzw. DOB-induzierte Externalisierung des Speichelflusses von Ratten bei 33 °C
Raumtemperatur (LSD: 0.025 mg/kg, i.p.; DOB: 0.25 mg/kg, i.p) und deren Blockade durch
MDL100907 (0.5 mg/kg, i.p., 30 min prd). Anzahl der Intervalle, in denen Hypersalivation als vor-
handen eingestuft wurde; Einstufungen erfolgten 10, 20, 30, 40 und 50 min post-injectionem
(MW+SEM): Vgl. Kntr (Kochsalz), * p<.05 und ** p<.01; Vgl. LSD+MDL, # p<.05 (n=5-6 pro
Gruppe).

3.2.5 Effekt bei erhohter Raumtemperatur (RT): Toleranz gegeniiber LSD-, nicht je-
doch DMT-induzierter Hyperthermie (HYPER) und Hypersalivation

Wird LSD zweimal tédglich tliber vier Tage appliziert, morgens in geringer und abends in mitt-
lerer Dosis (0.025 vs. 0.25 mg/kg, i.p.), entwickeln Ratten — anders als im Rahmen desglei-
chen Applikationsschemas fiir Shaking Behaviour (SB) gezeigt (s. Abb. 12b) — keine Toleranz

gegeniiber der jeweils morgendlich bei 2.25. e

33 °C gemessenen LSD-induzierten

HYPER. Neben einem signifikanten "g ~ 1.751 I_———I——"I\-I

Haupteffekt Gruppe (Fn. 12=305.3, "!;’_5;

p<.01), der auf Unterschiedlichkeit zur g % 1.254

Kochsalzlosung-behandelten ~ Gruppe g%

hinweist, werden weder Haupteffekt !5 ~ 0.75; W

Zeit (Fi33e= .03, n.s.), noch Zeit

Gruppe-Interaktion signifikant (Fi3, 0.25- : : : :

16=22, 1.5.) (Abb. 17). 1 2 3 4
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Abbildung 17: Effekt von viertigiger LSD-Behandlung auf die Korperkerntemperatur von Ratten bei
33 °C Raumtemperatur. LSD wurde zweimal pro Tag appliziert, morgens in geringer (0.025 mg/kg,
i.p.) und abends in mittlerer Dosis (0.25 mg/kg, i.p.). Messung erfolgte jeweils morgens direkt vor
sowie 10, 20, 30, 40 und 50 min post-injectionem. A°C (MW=SEM): MW-ANOVA, Zeit,Gruppe-
Interaktion, n.s. Kntr=Kochsalz.

Da Toleranzentwicklung gegeniiber LSD mit der Hohe der eingesetzten Einzeldosen variiert
(Vgl. je 2xLSD; Abb. 12a vs. b), wurde das Applikationsschema im néchsten Schritt dahinge-
hend angepasst, dass an den Tagen 2 und 3 nicht nur die abendliche, sondern auch die mor-
gendliche Dosis auf 0.25 mg/kg (i.p.) erhoht wurde. Um moglichen Stress-bedingten Sensiti-
sierungsprozessen vorzubeugen, wurden die Ratten zudem lediglich an den Tagen 1 und 4 zur
Korpertemperatur-(Tc-)Messung der erhohten RT ausgesetzt. Wird LSD in dieser Weise ap-

pliziert, nimmt der durch das serotonerge Halluzinogen (sHG) ausgeloste Tc-Anstieg an Tag 4
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— mit durchschnittlich 0.80+£0.09 °C (A°C [MW=SEM]) — signifikant geringere Ausmalle an
als an Tag 1 (1.74+0.11 °C) (W=-76, p<.01) (s. Abb. 18a). Auf einer drei-stufigen Skala be-
wertet, fallt auch die mit der HYPER assoziierte Hypersalivation im Mittel an Tag 4 signifi-
kant schwécher aus als an Tag 1 (Abb. 18b) (Schweregrad [MW=+SEM]: 1.79+0.24 [Tagl] vs.
0.29+0.19 [Tag4]; W=-21, p=.031). Fiir DMT auf der anderen Seite, obwohl es mit 6.0 mg/kg
in geringer und 20 mg/kg in mittlerer Dosis auf LSD-analoge Weise verabreicht wurde (s.

Abschn. 2.2.3), kommt es trotz der gegebenen Applikationsdichte zur keiner Toleranzausbil-

dung (Abb. 18).
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Abbildung 18: Effekt von viertdgiger LSD- bzw. DMT-Behandlung auf (a) Korperkerntemperatur
(T¢) und (b) Salivation von Ratten bei 33 °C Raumtemperatur. LSD und DMT wurden zweimal pro
Tag appliziert; am Morgen von Tagl und Tag4 in geringer Dosis (0.025 bzw. 6.0 mg/kg, i.p.) und am
Morgen von Tag2 und Tag3 sowie jeweils abends in mittlerer Dosis (0.25 vs. 20 mg/kg, i.p.). Tc-
Messung bzw. Schweregrad-Einstufung (0=nicht vorhanden, 1=schwach, 2=mittelgradig, 3=stark)
erfolgten jeweils morgendlich an Tagl und Tag4 direkt vor sowie 30 und 60 min post-injectionem.
A°C bzw. Schweregrad (MW+SEM): Vgl. zur jeweiligen Tagl-Messung, # p<.05 (n=10-12 [T¢] bzw.
n=6 [Salivation] pro Gruppe). Die um die weillen Aufsitze erweiterten Balken in der Tag4-Messung
der LSD- und DMT-behandelten Tiere in (a) stellen die um die Tagl-zu-Tag4-Adaptation der Kon-
trolltiere (Kntr=Kochsalz) normalisierten Tc-Werte dar.

Sowohl HYPER (A°C Tagl vs. Tagd [MW+SEM]: 1.99+£0.16 vs. 1.70+£0.17; W=-36, n.s.) als
auch Hypersalivation (MW=SEM: 2.04+0.19 vs. 1.41+£0.40; W=10, n.s.), wie in Abbildung
18 dargestellt, sind am ersten und letzten Tag der viertdgigen DMT-Behandlung inferenzsta-
tistisch nicht unterscheidbar. Da sich neben den LSD- auch die Kochsalz-behandelten Tiere
hinsichtlich des Tc-Anstieges signifikant von Tag 1 zu Tag 4 veridndern (A°C Tagl vs. Tag4
[MW=SEM]: 0.64+0.08 vs. 0.47+0.07; W=-45, p<.01), wurden die A°C-Werte der Tag4-
Messungen fiir LSD und DMT im Weiteren um den Faktor dieser Verdnderung korrigiert.

48



Ergebnisse

Obwohl auf deskriptiver Ebene das Ausmal} der Toleranz gegeniiber LSD infolge dieser Kor-
rektur abnimmt und sich fiir DMT beinahe reverse Toleranz einstellt (Abb. 18a), bleiben Sig-
nifikanz fiir LSD und fehlende Signifikanz fiir DMT erhalten (A°Ckorrigiert Tag4 [MW=SEM]:
1.09+0.12 [LSD] bzw. 2.32+0.24 [DMT]; Vgl. Tagl, W=-66, p<.01 [LSD] bzw. W=20, n.s.).

3.3 Rezeptor-Radiomessungen zur Toleranz gegeniiber LSD- bzw. DOB-
induziertem Shaking Behaviour (SB) an Homogenaten des frontalen Kortex

Um festzustellen, ob die weiter oben beschriebene Toleranz gegeniiber LSD- und DOB-
induziertem SB (Abb. 12b) mit pharmakodynamischen Adaptationen der frontokortikalen 5-
HT2a-Glutamat-Interaktion einhergeht, wurden Homogenaten der frontalen Kortizes der tole-
ranten Tiere beziiglich DOB-sensitiver [*H]Spiroperidol- und Glutamat-sensitiver [°H]Gluta-
mat-Bindungsstellen sowie beziiglich DOB- und LY354740-stimulierter [*>S]GTPyS-

Bindungen untersucht.

3.3.1 5-HT2a- und Glutamat-Rezeptorbindungskapazitit im frontalen Kortex (FC) von
LSD- bzw. DOB-toleranten Ratten

Wie in Abbildung 19 dargestellt zeigt sich im FC der DOB-toleranten Ratten im Vergleich
zur Kochsalz-behandelten Kontrollgruppe eine signifikante Abnahme der DOB-sensitiven
[*H]Spiroperidol-Bindungskapazitit. Glutamat-sensitive [°’H]Glutamat-Bindungen hingegen
weisen keine Verdnderungen auf (y-fache Verdnderung [MW=SEM]: 0.13+0.02 [Spiro] vs.
0.85+0.18 [Glu]; Vgl. Kntr: u=5.5, p<.05 bzw. u=12, n.s.). Fiir die LSD-toleranten Tiere ver-
hilt es sich andersherum. Wihrend die [*’H]Glutamat-Bindungen im FC verglichen mit der
Kontrollgruppe signifikant vermindert ausfallen, kommt es in Hinblick auf [*H]Spiroperidol-
markierte 5-HT2a-Rezeptoren lediglich im Trend zur Reduktion (y-fache Verdnderung
[MW=SEM]: 0.45+0.16 [Glu] vs. 0.374+0.26 [Spiro]; Vgl. Kntr: u=4, p<.05 bzw. u=9, p<.1).
Fiir die DOB-behandelten Tiere korreliert die Anzahl der an Tag 4 beobachteten Shaking-
Behaviour-(SB-)Komponenten sowohl mit den [*H]Spiroperidol- als auch mit den
[*’H]Glutamat-Bindungen im FC (r=.80 bzw. r=.84, je p<.05); fiir die LSD-toleranten Ratten
ist hingegen nur fiir das glutamaterge System eine signifikante Korrelation aufzufinden

(r=.86, p<.05 [Glu] bzw. r=.41, n.s. [Spiro]).
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Abbildung 19: Effekt von viertigiger LSD- bzw. DOB-Behandlung auf (a) DOB-sensitive [°H]Spiro-
peridol- bzw. (b) Glutamat-sensitive [’H]Glutamat-Bindungen an Membranfraktionen des frontalen
Kortex von Ratten. LSD und DOB wurden zweimal pro Tag appliziert, morgens in geringer (0.025
bzw. 0.25 mg/kg, i.p.) und abends in mittlerer Dosis (0.25 bzw. 0.75 mg/kg, i.p.). Die Hirn-Entnahme
erfolgte 24 h nach Letztapplikation. Y-fache Verdnderung (MW+SEM): Vgl. Kntr (Kochsalz), * p<.05
bzw. (NS) p<.1 (Trend) (n=4-6 pro Gruppe) (nach Buchborn et al., 2015).

3.3.2  5-HT2- und mGluz-Rezeptor-stimulierte [*>S]GTPyS-Bindungen im frontalen
Kortex (FC) von LSD- bzw. DOB-toleranten Ratten

Parallel zu den Befunden um die [*H]Spiroperidol-Bindungskapazitit zeigt sich im FC der
DOB-, nicht jedoch LSD-toleranten Ratten leichte, aber signifikante 5-HT2-Desensitisierung
(DES), gemessen in Form eines reduzierten bzw. unverdnderten Vermodgens von DOB,
[**S]GTPyS-Bindungen zu stimulieren (Abb. 20a) (y-fache Verinderung [MW=SEM]:
0.91+0.03 [DOB] bzw. 0.96+0.05 [LSD]; Vgl. Kntr: u=4, p<.05 bzw. u=10, n.s.). Die
LY354740-induzierten [**S]GTPyS-Bindungen hingegen, welche auf die G-Protein-
Kopplungskapazitit von mGluzs-Rezeptoren hinweisen, erweisen sich fiir beide Gruppen, das
heillt LSD- und DOB-behandelte Ratten als signifikant vermindert (Abb. 20b) (y-fache Ver-
dnderung [MW=SEM]: 0.86+0.03 [LSD] bzw. 0.80+0.04 [DOB]; Vgl. Kntr: u=5 bzw. u=3.0,
je p<.05). LY354740-stimulierte frontokortikale [>>S]GTPyS-Bindungen korrelieren negativ
mit der Anzahl der Shaking-Behaviour-(SB-)Komponenten, die die Tiere am letzten Tag der
wiederholten DOB-, nicht jedoch LSD-Behandlung zeigten (r=—98, p<.01 [DOB] bzw. r=.30,
n.s. [LSD]). DOB-stimulierte [*>S]GTPyS-Bindungen weisen hingen keine Varianziiberlap-
pung mit dem letzttégigen SB auf (r=—25 [DOB] bzw. r=.55 LSD], je n.s.).
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Abbildung 20: Effekt von viertdgiger LSD- bzw. DOB-Behandlung auf (a) DOB- bzw. (b)
LY354740-stimulierte [*>S]GTPyS-Bindungen an Membranfraktionen des frontalen Kortex von Rat-
ten. LSD und DOB wurden zweimal pro Tag appliziert, morgens in geringer (0.025 bzw. 0.25 mg/kg,
i.p.) und abends in mittlerer Dosis (0.25 bzw. 0.75 mg/kg, i.p.). Die Hirn-Entnahme erfolgte 24 h nach
Letztapplikation. Y-fache Verdnderung (MW+SEM): Vgl. Kntr (Kochsalz), * p<.05 (n=4-6 pro Grup-
pe) (nach Buchborn et al., 2015).

3.4 Rezeptor-Radiomessungen zur differentiellen Toleranz gegeniiber LSD-
bzw. DMT-induzierter Hyperthermie (HYPER) an Hirn-Homogenaten

Um festzustellen, ob die weiter oben beschriebene Toleranz gegeniiber LSD-, nicht jedoch
DMT-induzierter HYPER (s. Abb. 18) mit differentiell pharmakodynamischer Regulation von
zentralnervosen 5-HT2a)- und/oder Glutamat-Rezeptoren einhergeht, wurden Homogenaten
verschiedener Hirnareale der (nicht-)toleranten Tiere beziiglich Cinanserin-sensitiver

[*H]Spiroperidol- sowie DOB- und Glutamat-induzierter [**S]GTPyS-Bindungen untersucht.

3.4.1 5-HT2a-Rezeptorbindungs- sowie 5-HT2- und Glutamat-stimulierte [**S]GTPyS-
Bindungskapazitit im zentralen Nervensystem (ZNS)

Im frontalen Kortex (FC) der LSD-toleranten Ratten ist signifikante 5-HT2-Desensitisierung
(DES) zu beobachten, die jedoch mit keiner Reduktion der lokalen 5-HT2a-Bindungskapazitét
eingeht; auch metabotrop glutamaterge (mGlu-)Transduktion zeigt keine Adaptationen auf
(Abb. 21a) (y-fache Verdnderung [MW=SEM]: 0.90+0.03 [DOB], 1.2+0.24 [Spiro] bzw.
1.02+£0.06 [Glu]; Vgl. Kntr: u=5, p<.05; u=12 bzw. u=13.5, je n.s.). Bei den wiederholt mit
DMT behandelten, nicht-toleranten Ratten kommt es zum signifikanten Anstieg von fronto-

kortikalen 5-HT2a-Bindungen (y-fache Verdnderung [MW+SEM]: 1.48+0.18; Vgl. Kntr: u=4,
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p=.026), die im Trend mit reduzierter mGlu- und unverinderter 5-HT2-Transduktion assozi-
tert ist (y-fache Verdnderung [MW= SEM]: 0.89+0.041 [Glu] bzw. 0.99+0.042 [DOB]; Vgl.
Kntr: u=7, p<.1 bzw. u=15, n.s.). Weder im Hypothalamus noch im Riickenmark der LSD-
oder DMT-behandelten Tiere ist 5-HT2-DES festzustellen (Vgl. Kntr: Hypothalamus, u=6
bzw. 7, je n.s.; Riickenmark, u=8 bzw. 12, je n.s.); lediglich im Hirnstamm zeigt sich fiir LSD

ein Trend (Abb. 21b) (Vgl. Kntr: u=4, p<.1 [LSD] bzw. u=5, n.s. [DMT])).
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Abbildung 21: Effekt von viertdgiger LSD- bzw. DMT-Behandlung auf (a) Cinanserin-sensitive
[*H]Spiroperidol-Bindungen an Membranfraktionen des frontalen Kortex (FC) von Ratten sowie auf
(a) Glutamat- bzw. b) DOB-stimulierte [>°’S]GTPyS-Bindungen im FC, Hypothalamus, Hirnstamm
bzw. Riickenmark. LSD und DMT wurden zweimal pro Tag iiber vier Tage appliziert; am Morgen von
Tagl und Tag4 in geringer Dosis (0.025 bzw. 6.0 mg/kg, i.p.) und am Morgen von Tag2 und 3 sowie
jeweils abends in mittlerer Dosis (0.25 vs. 20 mg/kg, i.p.). Die Hirn-Entnahme erfolgte 24 h nach
Letztapplikation. Y-fache Verdnderung (MW+SEM): Vgl. Kntr (Kochsalz), * p<.05 bzw. (NS) p<.1
(Trend) (n=4-6 pro Gruppe).
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3.5 Molekularbiologische Untersuchungen zur 5-HT:a-Regulation in 5-HT>a-
exprimierenden Zellkulturen

3.5.1 Western Blot zur Phosphorylierung der Extrazellulédr-Signal-regulierten Kinasen
1 und 2 (ERK1/2)

Um zu untersuchen, ob serotonerge Halluzinogene (sHGs) membrandse 5-HT2a-Rezeptoren
internalisieren und das fiir die Internalisierung (INT) relevante Enzym Phospholipase D
(PLD) aktivieren, wurden HEK293-Zellen mit HA-markierten n5-HT2a-Rezeptoren trans-
fiziert. Zum Nachweis der Funktionalitit des eingesetzten Rezeptor-Konstruktes wurde zu-
néchst ein Western Blot zur Bestimmung der Agonist-induzierten Phosphorylierung der Mito-
gen-aktivierten Proteinkinasen (MAPKs) ERK1 und 2 durchgefiihrt.

In HA-n5-HT2a-transfizierten HEK293-Zellen induziert Serotonin (5-HT; 10 uM, 2 bis 30
min) eine zeitabhéngige Aktivierung von ERK1 und 2, wie die densitometrische Auswertung
der phosphoERK 1/2-spezifischen Banden erkennen ldsst (Abb. 22c). Diese setzt nach zwei
Minuten Inkubation ein, erreicht nach fiinf bis zehn Minuten signifikante Werte und nihert
sich anschlieBend wieder an das Kontrollniveau an (Abb. 22b) (y-fache Verdnderung
[MW=SEM]: 1.28+0.1 [2 min], 1.45+0.05 [5 min], 1.28+0.04 [10 min], 1.02+0.04 [30 min];
Kruskal-Wallis=28.61, p<.01; Post-Hoc-Vgl. Kntr, p<.01 bzw. p<.05 [5 vs. 10 min]). Fiir den
selektiven 5-HT2-Agonisten DOI (100 nM, 2 bis 30 min) kommt es bereits nach zwei bis fiinf
Minuten zu signifikanter ERK1/2-Phosphorylierung, welche sich nach zehn bis 30 Minuten
verliert (Abb. 22a und c) (y-fache Verdnderung [MW=+SEM]: 1.46+0.1 [2 min], 1.47+0.1 [5
min], 1.2840.08 [10 min], 1.27+0.15 [30 min]; Post-Hoc-Vgl. Katr, p<.01 [5 und 10 min]).
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Abbildung 22: Aktivierung der Extrazellular-Signal-regulierten Kinasen 1 und 2 (ERK1/2) durch (a)
DOI (100 nM) bzw. (b) Serotonin (5-HT: 10 uM) in HA-,5-HT2a-transfizierten HEK293-Zellen im
Zeitverlauf iiber 2, 5, 10 und 30 Minuten. Y-fache Verdnderung des densitometrisch erfassten zellulé-
ren phosphoERK1/2-Vorkommens nach Normalisierung an B-Aktin-Ladekontrollen (MW-+SEM):
Vgl. 5-Min.-Kntr (Kontrolle), * p<.05 bzw. ** p<.01. Zweifach-Bestimmungen mindestens zwei un-
abhéngiger Experimente, wobei ERK1 und ERK?2 jeweils als Einzelwerte in die Analyse eingegangen
sind. (c-d) Reprisentative Blots zu (a) und (b).

3.5.2 Immunzytochemie zur Internalisierung (INT) von HA-w5-HT2a-Rezeptoren

In transfizierten HEK293-Zellen internalisiert LSD Membran-stindige nS-HT2a-Rezeptoren
ins Zytoplasma, was in Form signifikant erhdhter Akkumulation der HA-assoziierten Immun-
fluoreszenz im Zellinneren erkennbar wird. Die durch LSD (0.1 bzw. 10 uM, 60 min) indu-
zierte hWS-HT2a-INT erreicht 66.19+5.21 bzw. 62.71+£3.27 % (MW+SEM) der Maximalwir-
kung des Serotonins (10 uM, 60 min) (Abb. 23 a und c) (Kruskal-Wallis=511.2, p<.01; Post-
Hoc-Vgl. Kntr, p<.01).
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(c)

LSD (0.1 uM) DMT (10 uM)

Methy (10 uM) | Quipa (10 uM) DOI (1.0 pM)

5-HT (10 uM) DOI + Kts (10 pM) | DOI + Suc (0.4 M)

DOI + St (0.1 uM) | PMA (0.1 uM)
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(d)
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Abbildung 23: Internalisierung (INT) von HA-,5-HT»a-Rezeptoren in transfizierten HEK293-Zellen
infolge der Behandlung mit (a) verschiedenen 5-HT2a-Agonisten (LSD, DMT, Methysergid, DOI und
Quipazin; 1.0 oder 10 uM, je 60 min) bzw. (b) PMA (Proteinkinase-C-Aktivator: 0.1 uM, 60 min). (b)
5-HT»a-Blockade durch Ketanserin bzw. Ritanserin (Kts bzw. Rit; je 10 uM) sowie Endozytose- oder
Kinase-Inhibition durch Sucrose (Suc: 0.4 M) bzw. Staurosporin (St: 0.1 uM) verhindert DOI-
induzierte INT (1.0 uM, 60 min). Prozent intrazelluldrer HA-Immunfluoreszenz relativ zu 10 uM Se-
rotonin (MW+SEM): Vgl. Kntr, ** p<.01; Vgl. DOI (1.0 uM), ## p<.01. Zweifach-Bestimmungen
mindestens drei unabhidngiger Experimente (n=60 Zellen je Behandlung). (¢) Konfokal-
mikroskopische Aufnahmen représentativer Zellen fiir die unter (a) und (b) genannten Behandlungen
sowie fiir (d) die Kolokalisation (Kolok.) von HA-45-HT2a- und Transferrin-Rezeptoren (TfR).
HA=Cy3 (rot); Tf=Alexa (griin); HA-Tf-Kolok.=Cy3-Alexa-Uberlappung (gelb). MaBstab: 20 um.
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Quipazin (10 uM, 60 min) und DOI (1.0 bzw. 10 uM, 60 min) sind mit 79.57+£3.09 bzw.
78.45+4.24 % (% 5-HT [MW=+SEM)]) ebenfalls signifikante Internalisierer; bei 10-umolarer
Konzentration erreicht DOI (60 min) Serotonin-dhnliche Effizienz (95.35+3.55) (Post-Hoc-
Vgl. Kntr, je p<.01). DMT (60 min) internalisiert h5-HT2a-Rezeptoren weder bei 1.0- noch
bei 10-pmolarer Konzentration in signifikantem Mafle; auch Methysergid ist inaktiv (Abb. 23
a und c¢) (10 uM, 60 min) (% 5-HT [MW=SEM]: 30.21+3.91 bzw. 34.89+2.58 [DMT];
23.94+1.84 [Methy]; Post-Hoc-Vgl. Kntr, je n.s.). Wie in Abbildungen 23b und c dargestellt,
ist die durch DOI (1.0 uM, 60 min) hervorgerufene n5-HT24-INT durch den 5-HT2a-
Antagonisten Ketanserin sowie durch den inversen 5-HT2a-Agonisten Ritanserin (je 10 uM)
blockierbar. Auch Behandlung mit hypertoner Sucrose (400 mM), welche mit der Bildung
von Clathrin-beschichteten Membranvertiefungen (Clathrin-Coated Pits) interferiert, verhin-
dert die durch DOI (1.0 uM, 60 min) hervorgerufene n5-HT2a-Translokation (% 5-HT
[MW+SEM]: 78.45+4.24 [DOI], 13.57+£2.44 [DOI+Kts], 22.84+2.81 [DOI+Rit] bzw.
4.8+2.22 [DOI+Suc]; Kruskal-Wallis=169.8, p<.01; Post-Hoc-Vgl. Kntr bzw. DOI, je p<.01).
Der direkte PKC-Aktivator PMA (100 nM, 60 min) internalisiert n5-HT2a-Rezeptoren in Se-
rotonin-dhnlichem AusmaB. Die die durch DOI (1.0 uM, 60 min) induzierte h5-HT2A-INT im
Gegenzug lasst sich durch den Kinase-Inhibitoren Staurosporin (100 nM) blockieren (Abb. 23
b und ¢) (% 5-HT [MW+SEM]: 100.3£6.44 [PMA] bzw. 18.78+2.24 [DOI+St]; Post-Hoc-
Vgl. Kntr bzw. DOI, je p<.01). Wie fiir die vier signifikanten Internalisierer gezeigt (je 10
puM, 60 min), kolokalisieren 5-HT2a-Rezeptoren intrazelluldr stark mit Alexa-konjugiertem
Transferrin (Tf) (s. Abb. 23d), welches als Marker fiir endosomale Membranen gilt. Im Aus-
mal} der Kolokalisation zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den internali-
sierenden Agonisten (% Kolokalisation, Manders-Koeftizient [MW=SEM]: 49.75+3.55 [5-
HT]; 57£5.42 [DOI]; 57.33+£7.00 [Quipa]; 48.66+8.42 [LSD]; Kruskal-Wallis=7.88, p=.048;
Post-Hoc-Vgl., je n.s.).

3.5.3 Radiomessung zur Phospholipase-D-(PLD-)katalysierten Transphosphatidylie-
rung

In HA-n5-HT2a-transfizierten HEK293-Zellen induziert LSD (10 nM bis 10 uM, 30 min) sig-
nifikante PLD-Aktivierung, gemessen in Form eines erhdhten Aufkommens des radioaktiv
markierten Transphosphatidylierungs-(TRANS-P)-Produktes [*H]Phosphatidylethanol ([*H]
PtdEtOH). Die starkste PLD-Aktivierung zeigt sich bei 1.0 bis 10 pM, die halbmaximale
Wirkung (ECso) bei 2.52 nM (Abb. 24 bzw. 25a und b) (y-fache Verdnderung [MW=SEM]:
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1.48+ 0.15 [10 nM]; 1.6+0.15 [100 nM]; 1.65+0.05 [1.0 uM]; 1.64+0.15 [10 uM]; Post-Hoc-
Vgl. Kntr, p<.05 bzw. p<.01). Bei der geringsten getesteten LSD-Konzentration (1.0 nM, 30
min) ist kein signifikanter Anstieg des zelluliren [PH]PtdEtOH zu beobachten (Abb. 24). Die
PLD-aktivierende Wirkung von LSD wird durch den 5-HT2a/3-Agonisten Quipazin sowie den
selektiven 5-HT2-Agonisten DOI rekapituliert (Abb. 25a) (y-fache Verdnderung [MW=SEM]:
1.66+£0.2 bzw. 1.58+0.15 [je 10 uM, 30 min]; Post-Hoc-Vgl. Kntr, je p<.01).

7 2.0-
2 L e i
T 5 18- . E
22 1.6 T /I"_l
Ll g 1.0
20 J_ 1 Abbildung 24: Konzentration-Wirkungsbeziehung fiir
& > 1.4- Phospholipase-D-Aktivierung durch LSD in HA-,5-HT24-
nI g transfizierten HEK293-Zellen (1.0 nM bis 10 pM, 30
= 8 1.2 min; semi-logarithmische Darstellung). Y-fache Verdnde-
"; ECs=2.52 nM  1Ung der mit Phosphatidylethanol (PtdEtOH) assoziierten
< 1.0- o [*H]Strahlung (MW=SEM): Vgl. Kntr (2 % EtOH), *

—r—t—1—  P=.05 bzw. ** p<0l. Dreifach-Bestimmungen mindes-
Kntr .9 -8 -7 -6 -5 tens zwei unabhéingiger Experimente. ECs)=Mittlere ef-
log[LSD], M fektive LSD-Konzentration; M=Mol.

DMT und der schwache 5-HT2a-Partialagonist Methysergid (je 1.0 und 10 pM, 30 min) sind
hingegen inaktiv (Abb. 25a) (y-fache Verdnderung [MW=SEM]: 1.02+0.04 bzw. 1.29+0.04
[DMT]; 1.2+£0.06 bzw. 0.89+0.09 [Methy]; Post-Hoc-Vgl. Kntr, je n.s.). In nativen HEK293-
Zellen, die keine 5-HT2a-Rezeptoren exprimieren, ruft LSD (10 nM, 30 min) keinen Anstieg
des zelluliren [*H]PtdEtOHs hervor (Abb. 25b) (MW=SEM: 0.80+0.01; Post-Hoc-Vgl. Kntr,
n.s.). Inkubation mit dem direkten PKC-Aktivator PMA (100 nM, 30 min) fiihrt ebenfalls zu
erhohter PLD-Aktivitdit (MW=SEM: 3.0+£0.32; Post-Hoc-Vgl. Kntr, p<.01); anders als bei
LSD manifestiert sich diese jedoch auch in Abwesenheit von n5-HT2a-Rezeptoren
(MW=SEM: 3.184+0.59; Post-Hoc-Vgl. PMA in transfizierten vs. untransfizierten [UT] Zel-
len, n.s.). Uber die verschiedenen Behandlungen hinweg besteht eine signifikant positive Kor-
relation (r=.81, p<.01) zwischen PLD-aktivierender und n5-HT2a-internalisierender Wirkung

(Abb. 25¢).
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Abbildung 25: Aktivierung der Phospholipase D (PLD) durch (a) verschiedene 5-HT:s-Agonisten
(LSD, DMT, Methysergid, DOI und Quipazin; 1.0 und/oder 10 uM, je 30 min) bzw. (b) PMA (Pro-
teinkinase-C-Aktivator: 0.1 uM, 30 min) in HA-;5-HT,a-transfizierten HEK293-Zellen; sowie (b)
durch LSD (0.01 uM, je 30 min) in transfizierten vs. untransfizierten (UT) Zellen. Y-fache Verdnde-
rung der mit Phosphatidylethanol (PtdEtOH) assoziierten [*’H]Strahlung (MW=SEM): Vgl. Kntr (2 %
EtOH), * p<.05 bzw. ** p<.01; Vgl. LSD + Transfektion, ## p<.01. Dreifach-Bestimmungen mindes-
tens drei (fiir Quipazin zwei) unabhéngiger Experimente. (¢) Regression zur Korrelation (Pearsons r)
zwischen Internalisierungs- und PLD-Aktivierungskapazitit obengenannter Behandlungen (Ziffern
hinter Substanz-Akronymen verweisen auf jeweils eingesetzte Konzentration [uM]).

3.5.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur 5-HT2a-Transkiption in C6-Gliomazellen

Um zu iberpriifen, ob serotonerge Halluzinogene (sHGs) die Neusynthese von 5-HT2a-
Rezeptoren beeintrachtigen, wurden native C6-Zellen eingesetzt. C6-Zellen exprimieren 5-
HT2a-Proteine endogen, was sich in immunmarkierten Western Blots als Rezeptor-spezifische
~53-kDa Bande abzeichnet (Abb. 26f). Werden C6-Zellen iiber 4 h mit LSD (1.0 uM) inku-
biert, kommt es zur signifikanten Abnahme der 5-HT2a-Transkripte (Abb. 26a) (y-fache Ver-
anderung des an P-Aktin-Transkripten [Abb. 26c¢] normalisierten 5-HT2a-Transkript-
Vorkommens [MW=SEM]: 1.01+ 0.043 [Kntr], 0.667+0.051 [LSD]; Post-Hoc-Vgl. Kntr,
p=<.05), welche sich in einer relativ zur Kontrolle Rechtsverschiebung der Fluoreszenzkurve
abzeichnet (Abb. 26b). Die inhibierende Wirkung von LSD wird durch den selektiven 5-HT2-
Agonisten DOB (1.0 uM) sowie durch den PKC-Aktivator PMA (100 nM) rekapituliert (Abb.
26a bzw. b) (y-fache Verdnderung [MW=SEM]: 0.672+0.098 [DOB] und 0.225+0.096
[PMA]; Post-Hoc-Vgl. Kntr, p<.05 und p<.01). Ketanserin und Ritanserin, so lassen prali-
mindre Ergebnisse vermuten, wirken ebenfalls herabregulatorisch (nicht gezeigt). Das der
Analyse zugrunde liegende 5-HT2a-Transkript-Amplikon, aufgereinigt und Ethidiumbromid-
gefirbt (Abb. 26e), weist eine Grolle von ~330 Basenpaaren (bp) auf. Restriktion durch Pvull
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produziert zwei, Restriktion durch Alul drei Transkript-Segmente. Entsprechend der Lage der
enzymatischen Erkennungssequenzen innerhalb des Amplikons (Vgl. Abb. 6) sind diese ~89
und ~241 bp bzw. ~89, ~92, und ~149 bp groB. Infolge unvollstindigen Schneidens durch
Alul ist zudem das ~241-bp-Teilstiick erhalten. Die Schmelztemperatur des 5-HT2a-

Transkript-Amplikons liegt bei Tm~ 83.5 °C (Abb. 26d).
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Abbildung 26: Effekt von LSD, DOB und DMT (1.0 bzw. 10 uM, je 4 h) bzw. PMA (Proteinkinase-
C-Aktivator; 0.1 pM, 4 h) auf (a) 5-HT2a-Rezeptor-Transkripte in nativen C6-Zellen. Y-fache Veran-
derung der Fluoreszenzkurven-Ubertrittswerte (Crossing-Points) fiir die an p-Aktin-Transkripten nor-
malisierte 5-HT2a-Transkript-Amplifikation (MW+SEM): Vgl. Kntr, * p<.05 bzw. ** p<.01). Zwei-
fach-Bestimmungen vier unabhéngiger Experimente. Représentative Fluoreszenzkurven der (b) 5-
HT2a- bzw. (¢) B-Aktin-Transkript-Amplifikation. (d) Reprisentative 5-HT,a-Amplikon-Schmelz-
kurven fiir obengenannte HG-Behandlungen. (e) Ethidiumbromid-Farbung des durch Pvull bzw. Alul
enzymatisch restringierten 5-HTaa-Transkript-Amplikons. (f) Western Blot zum Nachweis des 5-
HT,a-Transkript-Translationsproduktes (Zweifach-Bestimmung; Proben 1 und 2). bp=Basenpaare;
kDa=Kilodalton; UC=Nicht-restringiert.

4 Diskussion

4.1 Untersuchungen zum LSD- und DOB-induzierten Shaking Behaviour
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4.1.1 Dosis-Wirkungskurve, Einfluss von Wurfgeschwistern, Komponenten des Sha-
king Behaviour (SB) sowie Blockade durch Ketanserin

SB ist ein Sdugetier-iibergreifend auftretendes Symptom der Wirkung von serotonergen Hal-
luzinogenen (sHGs) (rev. Buchborn et al., 2016). In SpD-Ratten induzieren LSD und DOB, in
Einklang mit der Literatur, signifikantes SB in Dosen um 0.025 bzw. 0.25 mg/kg i.p. (Abb. 7)
(Wieland et al., 1990; Ouagazzal et al., 2001). Die im Vergleich zu DOB geringere Potenz
von LSD wird durch seine geringere 5-HT2a-Affinitdt und Humanpotenz widergespiegelt
(Egan et al., 2000; Nichols, 2004). Dass die Maximalwirkung von LSD weit geringer ist als
jene von DOB, ist gegebenenfalls auf LSDs geringere 5-HT2a-Effizienz (Kurrasch-Orbaugh
et al., 2003) oder Interaktion mit SB-inhibitorischen Rezeptoren zuriickzufiihren (Berendsen
& Broekkamp, 1990). Auch dass LSD mehr Wet Dog Shakes (WDS) als Head Twitches (HTs)
und DOB mehr HTs als WDS induziert (Abb. 9), ist vermutlich pharmakodynamischen Un-
terschieden, wie funktioneller 5-HT2a-Selektivitidt zuzuschreiben (Parrish & Nichols, 2006).
Das verstirkte Auftreten von SB in Gegenwart von vertrauten Wurfgeschwistern (Abb. 8)
dhnelt Befunden zu sHG-behandelten Méausen, welche mehr SB zeigen, wenn sie praexperi-
mentell an den Versuchsablauf habituiert wurden (Buchborn et al., 2018). Moglicherweise
steht dngstlich-muskuldre Anspannung der SB-Ausfiihrung entgegen. Primdre S5-HToa-
Beteiligung wurde durch den selektiven Antagonisten Ketanserin bestitigt, wobei sich die
hierbei eingesetzte Dosis (0.75 bzw. 1.0 mg/kg, i.p.) an der Literatur orientierte (s. Abschn.
2.2.1). Da Ketanserin HTs und WDS blockiert (Abb. 10), scheint es gerechtfertigt, beide als
zwel Auspragungen desselben Verhaltens zu verstehen und — sowie hier durchgingig vorge-

nommen — unter dem Begriff SB zusammenzufassen (Vgl. Handley & Singh, 1986).

4.1.2 Tachyphylaxie (TACH) gegeniiber LSD-induziertem Shaking Behaviour (SB)

Werden Menschen in 24-stiindigen Intervallen mit LSD behandelt, zeigt sich bereits bei der
Zweitapplikation eine substantielle Abnahme der psychedelischen Wirkung des serotonergen
Halluzinogens (sHG) (Isbell et al., 1956), was auf TACH-Entwicklung hinweist. Akute Tole-
ranz wahrend der Ersteinnahme, also nachlassende Wirkung trotz gleichbleibenden oder an-
steigenden Plasmaspiegels, tritt nicht auf (Dolder et al., 2015). Ob TACH zu beobachten ist,
wenn LSD mehrfach innerhalb von 24 Stunden eingenommen wird, ist experimentell nicht
untersucht worden. Anekdotenhafte Berichte lassen jedoch vermuten, dass das Intervall der

wiederholten Einnahme fiir eine etwaige TACH-Ausbildung entscheidend ist (rev. Buchborn
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et al., 2016). Unsere Experimente zum LSD-induzierten SB in SpD-Ratten weisen ebenfalls
auf eine Intervall-Abhingigkeit von TACH hin. Wird LSD (0.025 mg/kg, i.p.) zweimal an
einem Tag injiziert, zeigt sich bei vierstiindigem Intervall starke Tachyphylaxie (TACH). Bei
acht- und 24-stiindigem Intervall tritt selbige vermindert bzw. gar nicht in Erscheinung (Abb.
11a). Unsere Befunde stehen in Widerspruch zu Ergebnissen in Katzen, bei welchen TACH
gegeniiber LSD-induziertem SB zwar auch bereits nach zwei bis sechs Stunden beobachtbar
ist, statistisch aber erst bei einem 24-Stundenintervall signifikant wird (Trulson & Jacobs,
1977). In Méusen ist das durch den selektiven 5-HT2a-Agonisten 25CN-NBOH induzierte SB
— die hiesigen Ergebnisse spiegelnd — hingegen stiarker von TACH betroffen, wenn ein Inter-
vall kleiner als 24 Stunden fiir die Zweitapplikation gewéhlt wird (Buchborn et al., 2018). Der
Mechanismus der TACH gegeniiber sHGs ist unbekannt. Da die Applikation von 0.05 mg/kg
LSD mehr SB hervorruft als die Applikation von 0.025 mg/kg (Abb. 11b), ist es unwahr-
scheinlich, dass die beobachtete TACH Resultat von Substanzakkumulation und einem etwaig
assoziierten funktionellen Antagonismus ist. Auch motorische Erschopfung, so legen Unter-
suchungen zu 25CN-NBOH nahe (Buchborn et al., 2018), scheint kein ausschlaggebender
Faktor zu sein. Im Kortex von SpD-Ratten geht Zweifachapplikation des sHG DOI innerhalb
von vier Stunden mit Desensitisierung (DES) der 5-HT2a-vermittelten Glutamat-
Ausschiittung einher (Scruggs et al., 2003); zugrundeliegenden Prozessen der 5-HT2a-

Regulation kommt daher am ehesten TACH-mechanistische Bedeutung zu.

4.1.3 Toleranz gegeniiber LSD- und DOB-induziertem Shaking Behaviour (SB) und
assoziierte Rezeptor-Regulation im frontalen Kortex (FC)

Toleranz gegeniiber der psychedelischen Wirkung von LSD erreicht bei wiederholter Ein- bis
Zweimal-Pro-Tag-Gabe beim Menschen innerhalb von drei bis vier Tagen nah-maximale
Ausprigung (rev. Buchborn et al., 2016). Fiir DOB gibt es keine vergleichbaren Humanstu-
dien, jedoch anekdotische Hinweise (Shulgin, 1981) sowie Befunde zur DOB-Schwester-
substanz DOM, welche eine dhnlich schnelle Toleranzentwicklung vermuten lassen (Angrist
et al., 1974). Bei Tieren tritt Toleranz gegeniiber serotonergen Halluzinogenen (sHGs) varia-
bel in Abhdngigkeit von Spezies, betrachtetem Verhalten sowie eingesetztem Applikations-
schema auf (rev. Hintzen & Passie, 2010; Buchborn et al., 2016). Bei unseren Versuchen zu
LSD- und DOB-induziertem SB in SpD-Ratten tritt Toleranz, das hei3t eine iiber die vier Ap-
plikationstage fortschreitende Abnahme des Ansprechens auf beide sHGs, nur bei Zweimal-,

nicht jedoch Einmal-Pro-Tag-Applikation ein (Abb. 12). Da bei acht-stiindigem Intervall
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TACH-Residuen auftreten (s. Abschn. 4.1.2), konnte die beobachtete Toleranz anteilig
TACH-Komponenten enthalten. In der Literatur ist Toleranz gegeniiber LSD-induziertem SB
in Katzen und Makaken (Trulson & Jacobs, 1977; Schlemmer et al., 1986) sowie in Form von
Kreuztoleranz gegeniiber endogenem 5-HT in Kaninchen beschrieben worden (Aloyo &
Dave, 2007); Toleranz gegeniiber DOB-induziertem SB bei mehrmonatiger Behandlung wih-
rend einer Diskriminationsstudie in Mdusen (Benneyworth et al., 2008). Dass Toleranz ge-
geniiber LSD und DOB tégliche Zweifachapplikation erfordert, erscheint zunidchst ungew6hn-
lich, da in den genannten Studien in Katzen und Makaken, aber auch in Untersuchungen zu
DOI in Méusen Einmal-Pro-Tag-Applikationen ausreichend sind (Darmani et al., 1992; Smith
et al., 2014). Bei Ratten finden sich jedoch iiblich Mehrfach-Pro-Tag-Regimes beschrieben
(Leysen et al., 1989; Chaouloff et al., 1993). Fiir SpD-Ratten insbesondere gibt es mit unseren
Daten iibereinstimmende Hinweise, dass selbst nach sieben Tagen keine SB-Toleranz auftritt,
wenn DOI einmal pro Tag injiziert wird (Ross et al., 2006).

Studien, bei denen die Plasma-, Leber- und/oder Hirnkonzentration nach Ein- bzw. Mehrfach-
applikation von LSD ausgewertet wurde, lassen vermuten, dass Toleranz gegeniiber dem sHG
auch im Kontext von SB nicht pharmakokinetisch begriindet ist (Winter, 1971; Trulson &
Jacobs, 1977). Auch behaviorale Habituation gegeniiber dem fiir die Ratten ungewohnten
experimentellen Prozedere, so implizieren unsere Daten, scheint keine primére Rolle bei der
fortschreitenden SB-Abnahme zu spielen (Abb. 12b; LSD vs. LSD-H). Davon ausgehend,
dass Toleranz gegeniiber sHGs vorrangig ein pharmakodynamisches Phdnomen ist, kann die-
ses am besten vor dem Hintergrund unserer Untersuchungen zu den DOB-sensitiven
[*H]Spiroperidol- bzw. DOB-stimulierten [*>S]GTPyS-Bindungsstellen im FC diskutiert wer-
den. Toleranz gegeniiber DOB geht mit signifikanter Abnahme der 5-HT2a-Bindungs- sowie
5-HT2-Effektor-Kopplungskapazitit einher (Abb. 19a und 20a). Dass mehrtigige DOB-
Behandlung bei SpD-Ratten kortikale 5-HT2a-Herunterregulation (HR) hervorruft, deckt sich
mit Befunden von Buckholtz und Kollegen (1988). Die reduzierte 5S-HT2a-Bindungskapazitit
im FC unserer Ratten korreliert hoch positiv mit dem reduzierten SB, das die Tiere am letzten
Tag der wiederholten DOB-Behandlung an den Tag legten. Fiir die reduzierte 5-HTo-
Effektor-Kopplung konnte indes keine solche Korrelation gefunden werden. Letzteres hangt
gegebenenfalls damit zusammen, dass DOB nicht zwischen den 5-HT2-Subtypen diskrimi-
niert (Porter et al., 1999) und DOB-stimulierte [*>*S]JGTPyS-Bindungen daher anteilig durch 5-
HT2p/c-Transduktion konfundiert sind. Im Gegensatz zur Reduktion der 5-HT2a)-Parameter

zeigt sich im FC der DOB-toleranten Ratten keine Abnahme der Glutamat-sensitiven
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[*’H]Glutamat-Bindungen (Abb. 19b); nichtsdestotrotz steht der glutamaterge Status in korre-
lativer Beziehung zur Toleranz. Dass Toleranz gegeniiber DOB-induziertem SB mit Adapta-
tionen von 5-HT2a-Bindungsstellen im FC einhergeht, passt zu Befunden zu DOI und DOM
(Leysen et al., 1989; Chaouloff et al., 1993; Dougherty & Aloyo, 2011). Bei Ratten, die infol-
ge der viertdgigen Zweimal-Pro-Tag-Behandlung tolerant gegeniiber LSD wurden, kommt es
in unserer Studie im Trend ebenfalls zu reduzierter 5-HT2a-Bindungskapazitét (p<.1) (Abb.
19a); 5-HT2-Transduktion ist jedoch unveréndert (Abb. 20a) und keiner der beiden Parameter
korreliert mit Toleranz gegeniiber LSD. Ungleich seines nur geringen Effektes auf 5-HT2(a)-
Rezeptoren ruft LSD eine signifikante Abnahme der Glutamat-Bindungskapazitit im FC her-
vor (Abb. 19b); diese weist zudem eine hoch positive Korrelation zur Toleranz gegeniiber
LSD auf. LSD hat keine Affinitit zu Glutamat-Rezeptoren (Ray, 2010), sodass die beobachte-
te glutamaterge HR nur indirekt aufgetreten sein kann. Ausgehend von der Hypothese, dass
SB auf 5-HT2a-bedingte Glutamat-Freisetzung im FC zurlickzufiihren ist (s. Abschn. 1.1.4.2),
ist vorstellbar, dass Glutamat-Rezeptoren infolge des 5-HT2a-bedingten Glutamat-
Uberangebots herunterregulieren und somit auf 5-HT2a-nachgeschalteter Ebene Toleranz her-
vorrufen. Dass DOB anders LSD zwar 5-HT2a-, nicht jedoch Glutamat-Rezeptoren reguliert,
beide sHGs jedoch in dhnlicher Weise Toleranz hervorrufen, stiinde in Einklang mit der vor-
geschlagenen Komplementaritit beider Transmitter-Systeme. Warum unsere Tiere nach mehr-
tagiger LSD-Behandlung kaum Anzeichen auf 5-HT2a-Regulation aufweisen, erscheint zu-
nichst unklar. So wurde zum Beispiel in Wistar-Ratten gezeigt, dass fiinftigige Behandlung
mit LSD (0.13 mg/kg, s.c.) mit Toleranz gegeniiber den diskriminativen Eigenschaften des
sHG einhergeht, welche von kortikaler 5-HT2a)-HR und -Desensitisierung (DES) begleitet ist.
Auch bei Kaninchen tritt nach achttigiger LSD-Injektion 5-HT2a-HR im FC auf, die mit
Kreuztoleranz gegeniiber 5-HT-induziertem SB einhergeht (rev. Buchborn et al., 2016). Ne-
ben Stamm- bzw. Spezies-spezifischen Eigenheiten und der Tatsache, dass in genannten Ar-
beiten abweichende Liganden zur 5-HT2a-Markierung eingesetzt wurden, mag vor allem auch
der Zeitfaktor zur Unterschiedlichkeit der Befundlage beitragen. In unserer Studie wurde LSD
nicht fiinf oder acht, sondern nur vier Tage appliziert. Obwohl vier Tage bei dem gewéhlten
Zweimal-Pro-Tag-Regime ausreichen, um Toleranz gegeniiber LSD auszuldsen (Abb. 12b),
bedarf kortikale 5-HT2a-HR offenbar ldngerer (und/oder Dosis-intensiverer) Applikations-
schemata (Vgl. 4.2.3). In der Tat demonstrieren Studien um den SpD-Stamm, dass flinf- bzw.
zehntidgige Behandlung mit LSD (0.13 bis 0.26 mg/kg, i.p.) kortikale 5-HT2a)-
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Bindungsstellen herabreguliert, dreitdgige Behandlung jedoch nicht (Buckholtz et al., 1985;
Buckholtz et al., 1990).

In scheinbarer Ubereinstimmung mit der oben vorgeschlagenen Relevanz des frontokortikalen
Glutamat-Systems fiir die Entstehung von Toleranz zeigen unsere Ergebnisse im Weiteren,
dass wiederholte Behandlung mit LSD bzw. DOB metabotrope Glutamat-Rezeptoren vom
Typ 2/3 (mGluz3) im FC desensitisiert (Abb. 20b). Dass 14-tdgige DOB-Gabe bei Méusen die
Féhigkeit von mGluz3-Agonisten herabsetzt, SB zu blockieren, spiegelt unsere neurochemi-
schen Befunde auf Verhaltensebene wider (Benneyworth et al., 2008). mGluz3-DES im FC
stellt gegebenenfalls eine homologe Anpassung an das sHG-induzierte Uberangebot synapti-
schen Glutamats dar (Muschamp et al., 2004) oder ist heterolog begriindet auf Signal-
Interaktionen innerhalb des 5-HT2a-mGluz-Heterokomplexes zuriickzufiihren (Gonzalez-
Maeso et al., 2008). Fiir DOB zeigt sich eine hoch negative Korrelation zwischen Toleranz
und reduzierter mGluzz-Transduktion. Dass vor allem bei jenen Tieren, die wenig tolerant
sind, eine stark ausgepridgte mGluz3-DES aufzufinden ist, steht in Finklang damit, dass
mGluzs-Rezeptoren DOB-induziertes SB primér blockieren (Benneyworth et al., 2007). Fiir
LSD konnte allerdings keine solche Korrelation gefunden werden. Fiir sich genommen impli-
zieren die Korrelationskoeffizienten also, dass mGluz3-DES — obwohl auf den ersten Blick
stimmig mit der oben diskutierten Idee, dass glutamaterge Adaptationen Toleranz beglinstigen
— in keiner Beziehung zur Toleranz steht oder letzterer gar entgegenwirkt. Funktionell sind
vor allem mGlu-Rezeptoren vom Typ 2 relevant fiir SB (Benvenga et al., 2018). Da der von
uns bei der [*S]GTPyS-Bindungsanalyse eingesetzte Agonist nicht zwischen mGluz- und
mGlus-Rezeptoren unterscheidet (Schoepp et al., 1997), kann eine Interpretation des korrela-

tiven Rezeptor-Verhaltenszusammenhangs hier indes nur als prialimindr betrachtet werden.

4.2 Untersuchungen zur LSD- und DMT-induzierten Thermoregulation

4.2.1 Effekt von Dosis sowie Wechselwirkung mit Raumtemperatur (RT)

Dass sHGs thermoaktive Substanzen sind, ist fiir eine Vielzahl von Sdugertieren beschrieben
worden; die umfangreichste Befundlage zum Beispiel zu LSD besteht jedoch fiir Kaninchen
(Horita & Hill, 1972). Bei SpD-Ratten, so dokumentieren unsere Ergebnisse, iibt LSD bei
normaler RT (22 °C) in der fiir Shaking Behaviour (SB) optimalen Dosis (0.025 mg/kg, i.p.)
(s. Abschn. 4.1.1) keinen signifikanten Einfluss auf die Korpertemperatur (Tc) aus (Abb. 13).
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Wird die Dosis verzehnfacht (0.25 mg/kg, i.p.), kommt es zu leichter Hypothermie. Litera-
turwerte, nach denen LSD gering dosiert bei normaler RT die Tc von Ratten kaum beein-
flusst, selbige in mittleren Dosen jedoch vermindert (Cerletti, 1956; Shemano & Nickerson,
1958; Staehlin & Taeschler, 1959), stehen in Einklang mit unseren Befunden. Variation der
RT verleiht der ansonsten thermoinaktiven LSD-Dosis (0.025 mg/kg i.p.) Aktivitit und lasst
Tc in Richtung der RT ausschwenken (Abb. 14 und 15); so entwickelt sich bei verminderter
RT (11 °C) leichte Hypothermie und bei erhohter RT (33 °C) Hyperthermie (HYPER). Dass
bereits eine geringe Dosis LSD (0.016 mg/kg) bei Ratten in Gegenwart einer Infrarotlampe
Wairme-Fluchtverhalten auslost (Murakami et al., 1980) und eine ansonsten hypotherme 0.5-
mg/kg-Dosis bei 33 °C RT hypertherm wirkt (Shemano & Nickerson, 1958), spiegelt unsere
Ergebnisse zur LSD-RT-Interaktion wider. LSD-induzierte HYPER geht mit einem sich von
der Schnauze iiber den Hals ausbreitenden Néssefilm sowie mit Rétung des unterliegenden
Hautgewebes einher (Abb. 16). Da den Tieren wéihrend der Post-Messungen keine Wasserfla-
schen bereitgestellt wurden, ist der Nassefilm wahrscheinlich auf erhohten Speichelfluss und
die Hautrdtung auf die diesen versorgende Durchblutung zuriickzufiihren. Untersuchungen
zum Wistar-Stamm legen nahe, dass Ratten eine stark eingeschridnkte Schweifldriisen-
Verteilung aufweisen (Ring & Randall, 1947). Hypersalivation wihrend Hitzestress und be-
haviorale Bendssung der Korperoberfliche mit Speichel gelten daher, auch fiir SpD-Ratten
gezeigt, als zentrales der evaporativen Kiihlung dienendes Thermoregulativ (Hainsworth,
1967, rev. Hainsworth & Stricker, 1970).

Anders als LSD hat DMT in unserer Studie {iber eine grole Dosen-Bandbreite kein verléssli-
ches SB hervorgerufen. Bei Méusen ist DMT-induziertes SB nicht in allen Stimmen zu be-
obachten (Fantegrossi et al., 2006) und bei Ratten ist es (wenn iiberhaupt) von stark ausge-
priagten Symptomen des Serotoninsyndroms begleitet (Jenner et al., 1980); letztere, vor allem
die die Grobmotorik der Tiere pridominierende Flat Body Posture, scheinen mit der motori-
schen Manifestation des SBs zu interferieren. Um die Thermoaktivitit beider sHGs dennoch
sinnvoll vergleichen zu konnen, musste zur Festlegung einer LSD-adédquaten DMT-Dosis aus
der Literatur extrapoliert werden (s. Abschn. 2.2.1 bzw. 2.2.3). In Einklang mit den Ergebnis-
sen von Blair (1997), welcher 4.0 mg/kg des sHG applizierte, iibt DMT (6.0 mg/kg, i.p.) bei
22 °C RT keinen signifikanten Effekt auf die Tc von SpD-Ratten aus (Abb. 13); dhnlich LSD
scheint DMT erst in mittleren Dosen hypotherm zu wirken (Blair, 1997). Wird DMT aller-
dings bei 33 °C RT injiziert, gewinnt die sonst thermoinaktive Dosis (6.0 mg/kg, i.p.) hyper-

therme Eigenschaften. Das mittlere Ausmal} des durch DMT ausgeldsten Tc-Anstiegs ist (fiir
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den von uns gewihlten 50-miniitigen Beobachtungszeitraum) mit jenem von LSD vergleich-
bar und in dhnlicher Weise von Hypersalivation begleitet (Abb. 15 und 18b). Anders als die
LSD-induzierte HYPER, welche einen relativ stet zunehmenden Verlauf nimmt, beginnt die
DMT-induzierte HYPER nach der 30-Minuten-Messung wieder leicht abzunehmen (nicht
gezeigt). Dass LSD und DMT unterschiedlich lange wirken, stimmt mit Resultaten zur HY-
PER beim Kaninchen iiberein (Domino, 1976) und ist vermutlich der raschen Desaminierung
DMTs geschuldet. Tatsdchlich kann der durch DMT hervorgerufene Tc-Anstieg beim Kanin-

chen durch Monoaminoxidase-Hemmung prolongiert werden (Moore et al., 1975).

4.2.2 Rekapitulation durch den selektiven 5-HT2-Agonisten DOB sowie Blockade
durch die selektiven 5-HT2a-Antagonisten Ketanserin und MDL100907

Sowohl LSD- als auch DMT-induzierte Hyperthermie (HYPER) weist hohe Sensitivitit ge-
geniiber 30-miniitiger Vorbehandlung mit Ketanserin (0.5 bzw. 0.75 mg/kg, i.p.) auf, wobei
Ketanserin (0.75 mg/kg, i.p.) per se thermoinaktiv ist (Abb. 15). SpD-spezifische Literatur,
nach der die durch DOI unter erhdhter Raumtemperatur (RT: 33 °C) ausgeloste HYPER
durch Ketanserin (5.0 mg/kg, s.c.) antagonisiert wird (und Ketanserin per se zwar einen leich-
ten, aber nicht signifikant hypothermen Effekt ausiibt) (Zhang & Tao, 2011), spiegelt unsere
Befunde wider. Ketanserin, generell Antagonist der ersten Wahl, hat hohe Priferenz fiir
5-HT2a-Rezeptoren, interagiert jedoch ebenfalls mit Hi- und geringer affin mit 5-HT2c- und
a1-Rezeptoren (Ki database; z.B. Leysen et al., 1981). Obwohl die Sensitivitdt der LSD- und
DMT-induzierten HYPER gegeniiber dem 5-HT2a>2c-Antagonisten Cinanserin bei Kaninchen
(Carino & Horita, 1977; Domino et al., 1977), gleich der von uns gefundenen Ketanserin-
Sensitivitét, auf eine starke 5-HT2)-Komponente der Thermoaktivitit beider sHGs hinweist,
wurden zur pharmakologischen Untermauerung hier zusétzlich der selektive 5-HT2-Agonist
DOB sowie der selektive 5-HT2a-Antagonist MDL100907 herangezogen. Letzteres ist
Ketanserin in Bezug auf allgemeine Selektivitdt (Ki database; z.B. Kehne et al., 1996) sowie
5-HT2a-iiber-5-HT2c Priferenz liberlegen (Knight et al., 2004). DOB wurde in einer fiir Sha-
king Behaviour (SB) optimalen Dosis (0.25 mg/kg, i.p. [s. Abschn. 4.1.1]) injiziert und reka-
pituliert die Wirkung von LSD und/oder DMT dahingehend, dass es bei verminderter RT (11
°C) Hypothermie (Abb. 14) und bei gehobener RT (33 °C) HYPER mit Hypersalivation her-
vorruft (Abb. 15 und 16). DOB wirkt unter den drei getesteten sHGs am stérksten hypertherm,
was sich statistisch in einem hoheren Signifikanzniveau beziiglich Hypersalivation sowie in

einem Trend zur HYPER bereits bei normaler RT (22 °C) bemerkbar macht (Abb. 13 und 16).
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Ahnliches zeigt die Literatur zu den DOB-Schwestersubstanzen DOI und DOM. Beide indu-
zieren bei SpD-Ratten bereits bei normaler RT HYPER, wobei die Wirkung von DOI durch
ambiente Warme potenziert und durch ambiente Kélte blockiert wird (Zhang & Tao, 2011;
Serafine & France, 2014). Da ihre hypertherme Wirkung ebenfalls Ketanserin- bzw. Cinanse-
rin-sensitiv ist (Horita & Hill, 1972; Mazzola-Pomietto et al., 1995), sprechen die Befunde zu
den drei Dimethoxyamphetaminen fiir die obengenannte Vermutung, dass halluzinogene HY -
PER primér 5-HTzajerg ist. Die MDL100907-Sensitivitit der LSD- und DMT-induzierten
HYPER und — so fiir LSD gezeigt — der damit assoziierten Hypersalivation (Abb. 15 und 16)
verdichtet selbigen Schluss in Richtung 5-HT2a vor 5-HT2c und unterstreicht somit die Vali-
ditdt der sHG-induzierten, durch umweltliche Warme gebahnten HYPER als Tiermodell der

ebenfalls 5-HT2a-begriindeten psychedelischen Humanwirkung.

4.2.3 Differentielle Toleranz gegeniiber LSD- und DMT-induzierter Hyperthermie
(HYPER) und assoziierte Rezeptor-Regulation im zentralen Nervensystem

Bei Menschen rufen LSD und DMT bei normaler Raumtemperatur (RT) einen leichten An-
stieg der Korpertemperatur (Tc) hervor (Strassman & Qualls, 1994; Dolder et al., 2015;
Schmid et al., 2015). Toleranz gegeniiber LSD-induzierter HYPER (wenn auch nur in einer
von drei Publikationen statistisch abgesichert) ist nach zweiwochiger Behandlung beobachtet
worden (rev. Buchborn et al., 2016). Da in ndmlichen Arbeiten nur Prd- und Post-Wert er-
fasst wurden, ist jedoch unklar, in welcher Weise sich Toleranz wiahrend der zwei Wochen
ausbildete. Fiir DMT-induzierte HYPER ist in humano selbst bei zeitlich stark gedriangter
Wiederholungsapplikation keine Toleranz festzustellen (Strassman et al., 1996).

Trotz des gleichen Behandlungsschemas, welches unsere SpD-Ratten (mit morgendlich
0.025-mg/kg und abendlich 0.25-mg/kg) hinsichtlich Shaking Behaviour (SB) tolerant werden
lieB (Abb. 12b), ist die bei erhdhter RT durch LSD (0.025 mg/kg, i.p.) hervorgerufene HY-
PER {iber die vier Beobachtungstage keiner Toleranz unterworfen (Abb. 17). Dass sich Tole-
ranz gegeniiber SB einstellt, wihrend HYPER erhalten bleibt, ist ebenfalls fiir DOI demons-
triert worden (Pranzatelli & Pluchino, 1991). Die gefundene differentielle Toleranzentwick-
lung weist darauf hin, dass die an SB bzw. HYPER beteiligten 5-HT2a)-Rezeptor-
Populationen in Agonist-Sensitivitidt (Zhang et al., 2009) und/oder Regionalitdt moglicher-
weise nicht vollstindig miteinander kongruent sind. Fungiert LSD-Wirme-Interaktion zudem
als akuter Stressor, konnte ferner eine durch diesen gebahnte 5-HT2a-Hochregulation (HoR)

(Torda et al., 1988) Toleranz-nivellierend wirken. Dem Szenario der Hitzestress-bedingten
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Gegen-Sensitisierung sowie der Dosisabhéngigkeit von Toleranz Rechnung tragend wurde
das viertdgige Applikationsschema im néchsten Schritt dahingehend moduliert, dass (a) die
Tiere ausschlieBlich an Tag 1 und 4 der erhdhten RT ausgesetzt wurden und dass (b) an den
Tagen 2 und 3 nicht nur die abendliche, sondern auch die morgendliche LSD-Dosis auf 0.25
mg/kg gesteigert wurde. Derart injiziert ist die durch LSD ausgeldste HYPER an Tag 4 um
knapp 54 % geringer ausgeprégt als an Tag 1 und der sich einstellende Tc-Anstieg kaum gro-
Ber als jener, den die Kontrolltiere an Tag 1 in Reaktion auf die warme Umgebung zeigten
(+0.64 °C [Kochsalzlosung] vs. +0.80 °C [LSD]) (Abb. 18a). Diese nahezu komplette Tole-
ranz gegeniiber LSD, welche auch in fehlender Hypersalivation Manifestierung findet (Abb.
18b), steht im Gegensatz zum weitgehend gleichbleibenden Ansprechen auf das analog zu
LSD eingesetzte DMT, dessen Thermoaktivitit bei erhaltenem Speichelfluss an Tag 4 bei
rund 85% der Tag-1-Wirkung liegt. Unter Korrektur der Tagl-Tag4-Differenz entlang der bei
den Kontrollratten beobachteten Akklimatisierung wird das Ausbleiben der Toleranz gegen-
iiber DMT zusitzlich verdeutlicht (Abb. 18a und b). Die bei Kaninchen durch LSD und DMT
hervorgerufene HYPER — wenn auch bisher nie innerhalb einer Studie parallel untersucht —
entwickelt innerhalb von vier bis fiinf Tagen circa 64% bzw. 40%ige Toleranz. Dass fiir LSD
eine Einmal-Pro-Tag-Applikation ausreicht (Gogerty & Dille, 1956), wohingegen fiir DMT
eine Zweimal-Pro-Tag-Applikation von Noten scheint (Quock et al., 1981), unterstreicht die
verminderte Toleranz-Anfilligkeit gegeniiber DMT. Bei Affen ist Toleranz gegeniiber LSD-
und DMT-induziertem SB vergleichbar differentiell gestaltet (Schlemmer & Davis, 1986). Da
SB bei Affen (4hnlich HYPER bei Nagern sowie Psychedelia bei Menschen) sensitiv gegen-
iiber 5-HT2a-Blockade ist (Schlemmer et al., 1979), weisen die hier diskutierten Befunde ins-
gesamt stark darauf hin, dass LSD und DMT 5-HT2a-Rezeptoren differentiell regulieren.

Dies wird auch durch die Ergebnisse unserer Radioligand-Bindungsuntersuchungen gestiitzt.
So zeigt sich im frontalen Kortex (FC) der LSD-toleranten Ratten eine kleine, aber signifikan-
te Abnahme der 5-HT2-G-Protein-Kopplung, wihrend bei den DMT-behandelten, nicht-
toleranten Tieren erhohte 5-HT2a-Bindungskapazitét zu beobachten ist (Abb. 21a). Dass eine
viertdgige Behandlung mit LSD nicht ausreicht, um kortikale 5-HT2a-Bindungsstellen zu re-
gulieren, ist bereits im Zusammenhang mit SB festgestellt und diskutiert worden (s. Abschn.
4.1.3). Auffallig ist jedoch, dass LSD bei den HYPER-, nicht jedoch SB-Versuchen 5-HT2-
Rezeptoren im FC desensitisiert. Da sich die Versuchsanordnung zur Thermotoleranz nur
hinsichtlich der morgendlichen Dosis-Erhéhung an Tag 2 und 3 von jener der SB-Toleranz

unterscheidet, scheint es, dass neben der Lange der Behandlung auch die Dosen der Einzel-
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applikationen von regulatorischer Relevanz sind. In der Tat gibt es Hinweise, dass flinftagige
Behandlung mit 0.13 m/kg, nicht jedoch 0.065 mg/kg LSD kortikale 5-HT2)-Rezeptoren
herabreguliert (Buckholtz et al., 1990). sHG-induzierte 5-HT2a-Hochregulation (HoR) scheint
zundchst ungewdhnlich, ist regional und Zelltyp-abhéngig jedoch auch fiir Dimethoxyamphe-
tamine beschrieben worden (Chen et al., 1995; Doat-Meyerhoefer et al., 2005). Dass DMT die
5-HT2a-Bindungskapazitidt im FC erhoht, trigt gegebenenfalls dazu bei, dass einige psychi-
sche Effekte bei wiederholter Ayahuasca-Gabe in humano eher zu- als abnehmen (Dos Santos
et al., 2012). Die sich als Trend im FC abzeichnende Desensitisierung (DES) der glutamater-
gen Signaltransduktion (Abb. 21a) ist dabei — wie in Abschnitt 4.1.3 bereits fiir LSD vorge-
schlagen — gegebenenfalls ein Versuch, dem 5-HT2a-bedingten Glutamat-Uberangebot homd-
ostatisch entgegenzuwirken. sHGs konnen in die Thermoregulation eingreifen, indem sie iiber
vermutlich hypothalamisch und/oder spinal gelegene (Lin et al., 1998; Maeshima et al., 1998)
sympathische 5-HT2a-Rezeptoren braunes Fettgewebe bzw. kutane Vasokonstriktion fiir
Thermogenese und -konservierung rekrutieren (Blessing & Seaman, 2003; Ootsuka &
Blessing, 2006). Da durch unsere [**S]GTPyS-Bindungsuntersuchungen weder im Hypotha-
lamus noch im Riickenmark 5-HT2-DES aufgezeigt werden konnte und selbige im Hirnstamm
nur als Trend zu beobachten ist (Abb. 21b), muss differentielle Toleranz hier zunéchst jedoch
vor dem Hintergrund kortikaler (und/oder Hirnstamm-sassiger) Rezeptor-Adaptationen ver-
standen werden. sHGs interferieren liber somatodendritische 5-HTia-Autorezeptoren, aber
auch tiber auf frontokortikalen Projektionsneuronen sitzende 5-HT2a-Rezeptoren (Vazquez-
Borsetti et al., 2008) mit der Aktivitit der serotonergen Raphe-Kerne (Martin-Ruiz et al.,
2001; Sharp et al., 2007). Dies untergrdbt deren Funktion als Thermorelais (Dickenson, 1977)
und trigt zu LSD-induzierter HYPER bei (Murakami et al., 1980). Fillt infolge wiederholter
LSD-, nicht jedoch DMT-Applikation die 7op-Down-Interferenz frontokortikaler 5-HT2a-
Rezeptoren weg, ist dies gegebenenfalls ein Grund dafiir, dass sich Thermotoleranz gegen-
tiber den beiden sHGs differentiell entwickelt. Auch dass LSD anders als DMT im Trend
5-HT2-Rezeptoren im Hirnstamm desensitisiert (Abb. 21b), mag ergdnzend Beitrag leisten.
sHGs modulieren mitunter iiber Hirnstamm-sdssige 5-HT2)-Rezeptoren die Aktivitdt des
noradrenergen Locus Coeruleus (rev. Szabo & Blier, 2001). Da der Locus Coeruleus als Teil
des Fiebernetzwerkes thermorelevante Areale des Hypothalamus innerviert (Jones & Moore,
1977; Almeida et al., 2004), kann das Wegfallen des 5-HTzergen Einflusses LSD hier gege-
benenfalls einen weiteren Angriffspunkt zur Thermointerferenz nehmen. Obwohl der Top-

Down-Einfluss von 5-HT2a)-Rezeptoren im FC auf die Raphe-Kerne wie oben vorgeschlagen
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durchaus thermorelevant sein mag (Beig et al., 2009; Nakamura, 2015), sei jedoch zu beto-
nen, dass es unwahrscheinlich ist, dass halluzinogene Thermoregulation primar kortikal ver-
mittelt ist (Neuhold et al., 1957). Dass unsere Radiomessung zur DOB-induzierten
[**S]GTPyS-Bindung keine signifikanten 5-HT2-Adaptationen jenseits des FC aufgedeckt hat,
ist vielleicht vermindert methodischer Sensitivitit in Arealen geringer 5-HT2a-Expression
geschuldet (Regard et al., 2008) oder darauf zuriickzufiihren, dass DOB nicht zwischen
5-HT2a- und 5-HT2cnB-Rezeptoren diskriminiert. 5-HT2-Subtypen adaptieren bisweilen un-
terschiedlich (Mazzola-Pomietto et al., 1996; Smith et al., 1998), sodass sich die differentiel-

len Kopplungskapazititen in der gemessenen DOB-Transduktion gegebenenfalls nivellieren.

4.3 Untersuchungen zur Agonist-induzierten S-HT:4-Regulation in Zellsyste-
men

4.3.1 Agonist-induzierte HA-n5-HT2a-Kopplung an Extrazelluldr-Signal-regulierte
Kinasen (ERK1/2) in stabil transfizierten HEK293-Zellen

Zum Nachweis der Funktionalitit des in den Folgeversuchen eingesetzten HA-markierten
nS-HT2a-Konstruktes wurde die Agonist-induzierte Phosphorylierung der Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPKs) ERK1 und 2 untersucht. ERK1 und 2 sind in einer Vielzahl von
Zellsystemen als Komponenten der 5-HT2a-Transduktion beschrieben worden. Involviert sind
mitunter die kanonische Ras-Raf-MEK-Kaskade sowie die Tyrosinkinase-Aktivitdt von
Wachstumsfaktor-Rezeptoren oder Src (Garnovskaya et al., 2004; Go66z et al., 2006;
Tsuchioka et al., 2008). 5-HT2a-ERK-Interaktionen finden sich in Prozessen wie Aorten-
Konstriktion (Florian & Watts, 1998), Neurotrophin-Regulation (Tsuchioka et al., 2008) oder
NMDA-Rezeptor-Transport innerhalb von Pyramidenzellen (Gonzalez-Maeso et al., 2008).
Auch DOIl-induziertes Shaking Behaviour (SB) ist von ERK-Phosphorylierung im frontalen
Kortex (FC) begleitet (Abbas et al., 2009). Wéhrend Serotonin (5-HT) in non-transfizierten
HEK293-Zellen keine ERK-Phosphorylierung stimuliert (Knauer et al., 2009), ruft es in Ge-
genwart von HA-n5-HT2a-Rezeptoren einen durch Antikorper nachweisbaren Anstieg des
intrazelluldren phosphoERK-Gehaltes hervor (10 uM, 2 bis 30 min); dieser ist nach fiinf Mi-
nuten maximal und nimmt dann wieder ab (Abb. 22b). Der mitogene Effekt 5-HTs wird durch
den selektiven 5-HT2-Agonisten DOI (100 nM, 2 bis 30 min) rekapituliert, wobei dieser be-
reits nach zwei Minuten maximal wirkt (Abb. 22a). Dass 5-HT und/oder DOI in 5-HT2a-

exprimierenden Systemen ERK-Phosphorylierung stimulieren, ist in dhnlicher Weise in C6-
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Glioma (Tsuchioka et al., 2008), im FC (Schmid et al., 2008) sowie in mit Wildtyp- oder mit
HA-markierten 5-HT2a-Rezeptoren transfizierten HEK293-Zellen demonstriert worden
(Knauer et al., 2009; Karaki et al., 2014). Letzteres und die Tatsache, dass sich das hier ver-
wendete HA-n5-HT2a-Konstrukt auch in Hinblick auf Bindungsstellen sowie Phospholipase-
C/D-Aktivitat nicht vom Wildtyp-Rezeptor unterscheidet (Robertson et al., 1999), unter-

streicht dessen Tauglichkeit fiir die folgend diskutierten funktionellen Versuche.

4.3.2 Agonist-induzierte HA-n5-HT2a-Internalisierung (INT) sowie Aktivierung der
Phospholipase D (PLD) in stabil transfizierten HEK293-Zellen

INT ist fiir einen GroBteil der Serotonin-(5-HT-)Rezeptor-Subtypen beschrieben worden (rev.
Darmon et al., 2015) und wird zum Beispiel fiir p-Opioid- und CBi-Cannabinoid-Rezeptoren
als wichtiges Regulativ fiir Toleranzentwicklung gegeniiber Opioiden bzw. Tetrahydrocan-
nabinol (THC) diskutiert (Martin et al., 2004; Koch & Hollt, 2008). Unsere Ergebnisse zum
5-HT2a-Rezeptor zeigen, dass LSD, DOI und Quipazin eine mittlere bis starke, mit dem vol-
len Agonisten 5-HT (1.0 bzw. 10 uM, 1 h) vergleichbare INT hervorrufen. Unter Behandlung
mit DMT und Methysergid (1.0 bzw. 10 uM, 1 h) hingegen bleiben 5-HT2a-Rezeptoren
tiberwiegend mit der Plasmamembran assoziiert (Abb. 23). Dass die Endozytose von G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) Agonist-spezifisch abléduft, ist unter anderem auch
fiir p- und CBi-Rezeptoren bekannt (Hsieh et al., 1999; Koch et al., 2005). Fiir 5-HT2a-
Rezeptoren ist Ligand-selektive INT durch Antagonisten beobachtet worden (Willins et al.,
1999). In unserer Studie wird DOI-stimulierte 5-HT2a-INT durch den 5-HT2a-Antagonisten
Ketanserin sowie den inversen Agonisten Ritanserin (je 10 uM) blockiert (Abb. 23b und c),
was auf homologe Regulation hinweist. Dass Ketanserin, welches auch Quipazin-induzierter
5-HT2a-INT entgegenwirkt, dabei anders als zum Beispiel der 5-HT2a-Antagonist Clozapin
keine oder nur geringe INT hervorruft (Berry et al., 1996; Raote et al., 2013), kann durch un-
sere Beobachtung bestétigt werden (nicht gezeigt). Eine Studie zur Frage warum die 5-HT2a-
Agonisten Ergotamin und Lisurid nicht halluzinogen wirken, legt nahe, dass diese anders als
LSD und DOI in der Lage sind, 5-HT2a-Rezeptoren zu internalisieren (Karaki et al., 2014).
Eine derartige Systematik kann durch unsere Ergebnisse jedoch nicht gestiitzt werden. Der
starke Internalisierer DOI, der mittelstarke Internalisierer LSD und der Nicht-Internalisierer
DMT wirken alle halluzinogen (Shulgin & Shulgin, 1997). Der 5-HT2a/3-Agonist und starke
Internalisierer Quipazin scheint in ausreichender Dosis und unter Blockade 5-HTs-assoziierter

Emesis ebenfalls halluzinogen zu wirken (Shulgin et al., 2011). Das nicht-internalisierende
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Methysergid — ein schwacher, frither in der prophylaktischen Migridne-Therapie eingesetzter
5-HT2a-Agonist (Rothman et al., 2000) — weist in supratherapeutischer Dosis ebenfalls Psy-
choaktivitit auf (Abramson & Rolo, 1965), welche jedoch wahrscheinlich dessen aktivem
Metaboliten Methylergonovin zuzuschreiben ist (Ott & Neely, 1980). Warum unsere Ergeb-
nisse von jenen von Karaki et al. abweichen, ist unklar. Dass DOI 5-HT2a-Rezeptoren inter-
nalisiert, ist jedoch bereits in HEK293-Zellen (Soman et al., 2019), Mause-Fibroblasten
(Schmid et al., 2008) sowie im Rattenhirn demonstriert worden. Auch LSD internalisiert zu
unseren Daten passend kortikale 5-HT2a-Rezeptoren (Martin & Nichols, 2016). DOI-
vermittelte 5S-HT2a-INT ist Sucrose-sensitiv (Abb. 23b und c), sodass Endozytose in Clathrin-
Kéfigen wahrscheinlich ist (Hansen et al., 1993). Dass Quipazin-internalisierte 5-HT2a-
Rezeptoren mit Clathrin, nicht jedoch Caveolin kolokalisieren (Willins et al., 1998) und dass
die tiber 5-HT24-INT erfolgende Polyomavirus-Infektion von HEK293-Zellen durch geneti-
sche Clathrin-Defizienz verhindert wird, deckt sich mit diesem Schluss (Mayberry et al.,
2019). Innerhalb der Zelle kolokalisieren internalisierte 5-HT2a-Rezeptoren mit Transferrin-
(Tf-)Rezeptoren in perinukledren Kompartimenten (Abb. 23d), was ebenfalls auf Clathrin-
vermittelte Endozytose sowie auf Sequestrierung in spiten Endosomen hinweist (Ullrich et
al., 1996; Christofides et al., 2018). Dass internalisierte 5-HT2a-Rezeptoren mit Rab11 (Ras-
assoziiertes Bindungsprotein 11), nicht jedoch mit LAMP1 (Lysosom-assoziiertes Membran-
protein 1) kolokalisieren (Baldys & Raymond, 2011), ldsst ferner vermuten, dass zundchst
kein lysosomaler Abbau, sondern Rezyklisierung erfolgt. DOI-stimulierte 5-HT2a-INT wird
durch den Kinase-Hemmer Staurosporin blockiert und in Abwesenheit von DOI durch den
Proteinkinase-C-(PKC-)Aktivator PMA rekapituliert (Abb. 23b und c). PKC-Beteiligung wird
auch dadurch impliziert, dass 5-HT2a-INT Sensitivitit gegeniiber selektiver PKC-Inhibition
aufweist (Bhattacharyya et al., 2002) und mit PKC-Translokation zur Plasmamembran,
5-HT24-Serine?’!-Phosphorylierung sowie 5-HT24-PKC-Kosequestrierung in Rab11-positiven
perinukledren Kompartimenten einhergeht (Idkowiak-Baldys et al., 2009; Raote et al., 2013).
5-HT2a-PKC-Kopplung erfolgt iiber das Gq-PLC-Diazylglyzerol-(DAG-)Modul (Carr et al.,
2002). Da DOI, LSD und DMT in diesem Modul &hnlich effizient sind (Braden & Nichols,
2007), kann ihre differentielle INT-Leistung allerdings nicht primér PKC-bedingt sein.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Internalisierer DOI, LSD und Quipazin die PLD-
unterstellte Transphosphatidylierung (TRANS-P) anstoBen, wihrend die Nicht-Internalisierer
DMT und Methysergid scheitern (je 1.0 bzw. 10 uM, 30 min) (Abb. 25a). Die Potenz von
LSD liegt bei 2.5 nM (ECso) (Abb. 24) und ist somit jener nahe, die in :5-HT2a-transfizierten
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NIH/3T3-Zellen bestimmt wurde (ECs50=9.7 nM) (Parrish & Nichols, 2006). Dass die PLD-
Aktivierung 5-HT2a-bedingt ist, wird durch die 5-HT2-Selektivitdt DOIs sowie das Ausblei-
ben der LSD-stimulierten Reaktion in untransfizierten Zellen impliziert (Abb. 25a und b). Im
FC der Ratte wird DOI-induzierte PLD-Aktivierung durch MDL100907 blockiert (Barclay et
al., 2011), was eine 5-HT2a-Beteiligung fernerhin untermauert. Ahnlich der 5-HT2a-INT
selbst wird TRANS-P auch in Abwesenheit eines 5-HT2a-Agonisten durch PMA stimuliert
(100 nM, 30 min) (Abb. 25b), sodass ein PLD-PKC-Dialog im INT-Prozess wahrscheinlich
erscheint. Dass 5-HT2a-INT und PLD-Aktivitét in Ausmalf tiber die verschiedenen Behand-
lungen (einschlieSlich PMA) hinweg hoch korrelieren (Abb. 25¢) und dass sowohl 5-HT2a-
als auch PKC-Sequestrierung PLD-abhingig ablduft (Becker & Hannun, 2004; Idkowiak-
Baldys et al., 2009), bekriftigt diese Annahme. 5-HT2a-PLDI1-Kopplung erfolgt Gg-
unabhéngig unter Wechselwirkung mit der GTPase ARF1 (Adenosyl-Ribosylierungsfaktor 1),
welche Agonist-stimuliert zur Membran transloziert, wo 5-HT2a und PLD1 konstitutiv assozi-
tert sind (Robertson et al., 2003; Barclay et al., 2011); auch endosomal ist 5-HT2a-PLD1-
Kolokalisation zu beobachteten (Idkowiak-Baldys et al., 2009). Das Portfolio potentieller
PLDI1-Bindungspartner ldsst vermuten, dass die primdre Funktion des Enzyms Vesikel-
vermittelte Endo-/Exozytose ist (Jang et al., 2012). PLD-Beteiligung an INT ist neben
5-HT2a- mitunter fiir CBi1- und p-Rezeptoren demonstriert worden (Koch et al., 2006). Hin-
sichtlich letzterer, unsere Ergebnisse zu 5-HT2a-Rezeptoren spiegelnd, erweisen sich aus-
schlieBlich PLD-aktive Agonisten als starke Internalisierer (rev. Williams et al., 2013). Wel-
che Rolle der PLD und ihrem PKC-Dialog bei Rezeptor-INT zukommit, ist nicht vollends ver-
standen. PLC, primérer Interaktionspartner der kanonischen 5-HT2a-Gq-Transduktion, und
PLD generieren die Membran-stindigen Lipid-Effektoren DAG und Phosphatidsédure (PA)
(rev. Becker & Hannun, 2005). Beide Lipide begiinstigen eine Negativkurvatur der Membran
(Szule et al., 2002; Kooijman et al., 2005), wie sie im Halsbereich eines sich formenden Vesi-
kels von Noten ist. PKC bindet an DAG, wird durch dieses aktiviert und scheint bei der Bil-
dung des Rezyklisierungsperizentrions sowie der post-endozytotischen Sortierung internali-
sierter Proteine involviert zu sein (Alvi et al., 2007; Callender & Newton, 2017). PLD bindet
mitunter an das eigene Substrat PA, um so ihre Bindungsstelle fiir den Clathrin-Lipid-Adapter
2 (AP2) freizulegen. Zudem kann sie unabhdngig von ihrer Lipase-Aktivitit als GTPase-
aktivierendes Protein fungieren und die Zuschniirung des Dynamin-Polymerringes um den
Vesikel-Hals bahnen (Lee et al., 2006; Lee et al., 2009). Die Agonist-induzierte Herbeifiih-

rung dieser, den PLD-PKC-Dialog umgebenen Prozesse ist es dann womdglich, welche iiber
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das Zustandekommen der 5-HT2a-INT entscheidet. Warum DMT hier hinsichtlich der PLD-
Komponente scheitert, kann nur spekuliert werden. Interessant ist, dass die Bindung des fiir
die PLD-Aktivierung bedeutsamen Arfl in Gegenwart des multifunktionalen Lipid-AP2-
Clathrin-Adapters B-Arrestin 2 begiinstigt wird (Robertson, 2005; Tian et al., 2014); anders
als LSD (Wacker et al., 2017) rekrutiert DMT nidmlich kein B-Arrestin 2 (Blough et al., 2014).

4.3.3 Agonist-induzierte 5-HT2a-Transkript-Regulation in nativen C6-Zellen

Einer der ersten Schritte im Weg zum funktionalen, Membran-inkorporierten G-Protein-
gekoppelten Rezeptor (GPCR) ist die Transkription des GPCR-kodierenden Gens zu mRNA,
wobei GPCRs dabei Einfluss auf die Synthese von Proteinen ihres eigenen Subtyps nehmen
konnen (z.B. Yu et al., 2003; Villares, 2007). Dass C6-Zellen nativ 5-HT2a-Rezeptoren ex-
primieren, ist bekannt (Elliott et al., 1995) und von uns zusétzlich zu dem im Folgenden be-
sprochenen Transkript-Vorkommen anhand eines 5-HT2a-spezifischen Antikorpers nachge-
wiesen worden (Abb. 26f); die Identitdt des 5-HT2a-Transkript-Amplikons wurde mittels
Restriktions- und Schmelztemperatur-Analyse verifiziert (Abb. 26d und e). Bei vierstiindiger
Behandlung mit LSD (1.0 uM) kommt es zu signifikanter Abnahme des zelluldren 5-HT2a-
Transkript-Gehaltes (Abb. 26a und b). Priliminire Daten um Ketanserin und Ritanserin wei-
sen in Einklang mit Befunden zu Mianserin (Toth & Shenk, 1994) darauf hin, dass 5-HT2a-
Antagonismus per se ebenfalls Transkript-herabregulatorisch wirkt (nicht gezeigt), sodass der
Effekt von LSD pharmakologisch hier nicht eindeutig auf dessen 5-HT2a-Interaktion zuriick-
geflihrt werden kann. Da es der selektive 5-HT2-Agonist DOB (1.0 uM, 4 h) LSD jedoch
gleicht tut, scheint eine homologe Komponente wahrscheinlich. DMT ist — obwohl es relativ
zu LSD und DOB in erhohter Konzentration (10 uM, 4 h) eingesetzt wurde — inaktiv (Abb.
26a und b). Eine Reduktion des C6-zelluldren 5-HT2a-Transkript-Vorkommens ist in der Lite-
ratur auch infolge von Serotonin-(5-HT-)Behandlung beschrieben worden, wobei parallel eine
Herunterregulation (HR) von 5-HT2a-Bindungsstellen zu verzeichnen war (Toth & Shenk,
1994; Anji et al., 2001). LSD hat keinen Einfluss auf das 5-HT2a-Transkript-Vorkommen in
humanen Blutzellen (Dolder et al., 2017) und fiihrt in hypophysidren Tumor-Zellkulturen der
Ratte zur Hochregulation (HoR) desgleichen. Dass vor allem das zelluldre Milieu entschei-
dend dafiir ist, wie 5-HT2a-Transkripte auf Agonist-Behandlung ansprechen, zeigt sich darin,
dass auch 5-HT in P11-Zellen nicht herab-, sondern hochregulierend wirkt (Ferry et al.,
1994). Die Mechanismen der Agonist-induzierten 5-HT2a-Transkript-Regulation sind nicht

gut verstanden, scheinen in C6-Zellen jedoch eher transkriptionell als iiber Modulation der
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Transkript-Stabilitit zu laufen. PMA reguliert 5S-HT2a-Transkripte Agonist-unabhéngig herab
(Abb. 26a) und die 5-HT-bedingte HR ist von Proteinkinase-(PKC-)Translokation zum Zell-
kern begleitet (Anji et al., 2001). Der Promoter des 5-HT2a-Gens HTR2A trigt eine Konsen-
sus-Sequenz fiir das Aktivator-Protein 1 (AP-1) (Garlow et al., 1994), dessen Untereinheiten
c-fos und/oder c-jun mitunter hemmend auf 5-HT2a-Transkription wirken (Garlow &
Ciaranello, 1995). LSD und DOB induzieren AP-1-Komponenten infolge ihrer 5-HT2a-
Aktivitit (Gonzéalez-Maeso et al., 2007). Da PMA in C6-Zellen gleiches tut (Lee et al., 2001),
ist die durch die beiden serotonergen Halluzinogene hervorgerufene Transkript-HR gegebe-
nenfalls auf eine iiber 5-HT2a-PKC-AP-1 vermittelte Hemmung der HTR2A-Transkription
zuriickzufithren. Warum DMT keinen solchen Effekt ausiibt, ist unklar. Anders als in
HEK293-Zellen (Vindis et al., 2001) ist in C6-Glioma (Aktivitit der) Monoaminoxidase
nachweisbar (Nagatsu et al., 1981), sodass hier zusétzlich zu pharmakodynamischen auch

metabolische Faktoren um unterschiedlich lange Wirkdauern eine Rolle spielen konnen.

4.4 Abschliefiendes Resiimee und Ausblick

Mit den wichtigsten unserer Ergebnisse demonstrieren wir, dass die wiederholte Applikation
des serotonergen Halluzinogens (sHG) LSD in SpD-Ratten mit Toleranz gegeniiber dessen
5-HTz@erge Effekte auf Shaking Behaviour (SB) und Thermoregulation einhergeht. Toleranz
bildet sich differentiell aus, sodass bei LSD-induzierter Hyperthermie (HYPER) ein stirkeres
Applikationsschema mit hoheren Zwischendosen von Noten ist als bei SB. Differentielle To-
leranz gegeniiber unterschiedlichen Effekten eines sHG birgt wichtige Sicherheitsimplikatio-
nen, da eine Uberdosierung mit dem Ziel, psychedelische Toleranz zu iiberwinden, gerade bei
sHGs geringeren therapeutischen Fensters mitunter gravierende somatische Nebenwirkungen
haben kann (Eichorn, 1981). Toleranz gegeniiber LSD, so lassen unsere Daten zur SB-
Tachyphylaxie vermuten, hdngt nicht nur von der Dosis, sondern auch vom Intervall der Ap-
plikation ab. Dabei ist Toleranz wahrscheinlicher, wenn die Intervalle eng gewihlt sind, die
Gegenwart von LSD also kontinuierlich ist. Toleranz gegeniiber DOB-induziertem SB, wel-
che sich LSD-gleich nur bei Zweimal-, nicht jedoch Einmal-Pro-Tag-Applikation einstellt,
steht in Einklang mit diesem Schluss. DMT, welches aufgrund seiner dem Serotoninsyndrom
nahen Pharmakodynamik nicht beziiglich SB untersucht werden konnte, weist in Bezug auf
seine 5-HT2aerge Thermoaktivitit anders als LSD keine Toleranz-Anfilligkeit auf. Differen-

tielle Toleranz macht sich somit nicht nur fiir verschiedene Effekte einer Substanz, sondern
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auch fiir den gleichen Effekt verschiedener Substanzen einer Klasse bemerkbar. Toleranz ge-
geniiber LSD und DOB geht mit 5-HTz)-regulatorischen Prozessen einher, die Ligand-
Bindungs- und/oder G-Protein-Kopplungskapazitdt im frontalen Kortex (FC) vermindern;
DMT fiihrt hingegen zu erhdhten 5-HT2a-Bindungen. Nach moglichen Ursachen gefragt, zei-
gen unsere /n-Vitro-Versuche, dass LSD und DOB bzw. DOI 5-HT2a-Rezeptoren internalisie-
ren und das HTR2A-Transkript zur 5-HT2a-Synthese herunterregulieren, DMT jedoch nicht.
Paradoxerweise, so lassen Cannabis- und Opioid-Forschung vermuten, steht Internalisierung
(INT) der zelluldaren Desensitisierung (DES) eher entgegen als diese zu begiinstigen (Koch et
al., 2005; Wu et al., 2008); auch 5-HT2a-Rezeptoren scheinen nach INT zunichst zu rezylisie-
ren (Baldys & Raymond, 2011). In den {iberwiegend in heterologen Zellsystemen durchge-
fiihrten Versuchen ist jedoch anders als in nativen Systemen im Zuge von 5-HT2a-INT nie
auch 5-HT:2a-Herunterregulation (HR) festgestellt worden (z.B. Berry et al., 1996); gegebe-
nenfalls miissen 5-HT2a-Rezeptoren hier in bisher nicht abgedeckten Zeitfenstern wiederholt
zyklisieren, um lysosomal abgebaut zu werden. Da 5-HT2a-Rezeptoren in nativen C6-Zellen
infolge von Agonist-Behandlung herunterregulieren (Anji et al., 2001) und 5-HT2a-DES in
selbigen, aber auch in Kortex-Zellen Sensitivitdt gegeniiber INT-Interferenz aufweist
(Rahman & Neuman, 1993; Hanley & Hensler, 2002), erscheint eine Toleranz-bahnende Rol-
le der 5-HT2a-INT allgemein sowie bei den von uns gefundenen Adaptationen im FC indes
als wahrscheinlich. Gestiitzt wird diese Schlussfolgerung dadurch, dass LSD und DOI
5-HT2a-Rezeptoren auch in Pyramidenzellen des FC internalisieren (Martin & Nichols, 2016)
und dass SB-bezogene Toleranz gegeniiber den Internalisierern DOI und Quipazin mit korti-
kaler 5-HT2a)-HR einhergeht (Eison et al., 1989; Chaouloff et al., 1993). Unseren Befunden
im FC dhnlich, gibt es zudem Hinweise, dass das [In-Vitro-Ansprechen von 5-HT2a-
Rezeptoren auf den Nicht-Internaliserer DMT anders als das auf LSD und DOB (Arvanov et
al., 1999) tiber die Zeit hinweg keiner DES unterworfen ist (Smith et al., 1998). Neben INT
mag SHT2a-Transkript-HR — so von uns in C6-Zellen fiir LSD und DOB, nicht jedoch DMT
gefunden — Beitrag zur differentiellen Toleranz leisten. In der Tat geht der Agonist-
induzierten HR von 5-HT2a-Bindungsstellen sowohl in C6-Zellen als auch im FC der Ratte
ein reduziertes 5S-HT2a-Transkript-Vorkommen voraus (Anji et al., 2000; Anji et al., 2001).

Jenseits des 5-HT2a-Molekiils selbst weisen unsere /n-Vitro-Ergebnisse ferner auf Toleranz-
relevante Funktionen des 5-HT2a-Signalenzyms Proteinkinase C (PKC) hin. PKC transloziert
bei DOI-Behandlung zur Membran kortikaler Zellen (Wang & Friedman, 1990), erh6ht im
Zuge von 5-HT2a-HR ihre Aktivitdt und desensitisiert womoglich durch phosphorylierungs-

77



Diskussion

bedingte Gg-Protein-Entkopplung 5-HT2a)-Transduktion (Rahman & Neuman, 1993; Shi et
al., 2007). Interessant ist, dass DMT in unseren /n-Vitro-Versuchen anders als LSD und DOI
keine Phospholipase-(PLD-)Aktivitdt anregt. Neben dem weiter oben diskutierten Beitrag der
PLD zur INT gibt es nimlich Hinweise, dass das intial aus Gq-PLC-Aktivitit hervorgehende
Diazylglyzerol (DAG) im spdteren Verlauf durch Dephoshphorylierung der PLD-stimmigen
Phosphatidsdure (PA) ergidnzt wird, um so das PKC-Wirken zeitlich auszudehnen (Nishizuka,
1992). Wenn DMT hier versagt, trigt dies neben fehlender INT und Transkript-Regulation
gegebenenfalls dazu bei, dass es anders als LSD und DOB keine 5-HT2)-DES im FC
hervorruft. Ein letzter hier zu diskutierender Punkt ist die Mdglichkeit, dass sHG-Toleranz
gegebenenfalls aus Komplementidr-Adapationen jenseits des primédren 5-HT2a-Umfeldes
erwachsen kann. Anders als bei HYPER, wo ein stirkeres Applikationsschema eingesetzt
wurde, ist Toleranz gegeniiber LSD-induziertem SB ndmlich nur im Trend von 5-HT2a-
Regulation begleitet. Stattdessen kommt es zur HR glutamaterger Transmission, welche zwar
nicht in der primiren Pharmakodynamik von LSD liegt, jedoch sekundéir zu dessen 5-HT2a-
Aktivitdit Wirkungsrelevanz hat. Dass systemisch-glutamaterge Adapationen jene um den
primdren Bindungspartner einer Droge ergidnzen, wird auch durch die Opioid-Forschung
nahegelegt (rev. Ueda & Ueda, 2009). Ferner konnten Rezeptoren, die sich innerhalb des
individuellen Bindungsprofils eines sHGs befinden, unterschiedlich 5-HT2a-regulatorisch
wirken. DMT ist das einzige bisher bekannte sHG, das das Ligand-gesteuerte Chaperon o1
aktiviert. Wenn o1 konformational instabile Proteine stabilisiert (Su et al., 2010), erklart dies
gegebenenfalls, warum DMT in vivo die 5-HT2a-Bindungskapazitit im FC hochreguliert,
obwohl in vitro keine HoR der 5-HT2a-Transkripte festzustellen ist.

Aktuell stehen sHGs, vor allem LSD und Psilocybin, in diversen Studien auf dem Priifstand
zur therapeutischen Wirksamkeit bei Storungen wie Depression, Ess-, Angst- und Zwangser-
krankungen oder Migrine. Auch zum DMT-haltigen Ayahuasca ist jiingst eine Plazebo-
kontrollierte Studie zur Therapie von behandlungsresistenten Depressionen (TRD) abge-
schlossen worden (https://clinicaltrials.gov; Aufruf: 23.11.2019). Es gibt Hinweise, dass sHGs
akute Klusterkopfschmerz-(KS-)Attacken unterbrechen und prophylaktisch wirkend die Re-
missionsphasen verlangern (Sewell et al., 2006). Den Triptanen dhnlich hingt dabei die akut
analgetische sHG-Wirkung womdoglich mit ihrer Affinitit zu Zerebralgefa3-konstringierenden
5-HTisnp-Rezeptoren zusammen (Tepper et al., 2002; Ray, 2010). 5-HT2zax)-Rezeptoren
scheinen hingegen Migrine-begiinstigend in das trigeminovaskuldre System einzugreifen

(Srikiatkhachorn et al., 2002). Gegebenenfalls lassen sich zu unseren Befunden analoge
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5-HT2a-regulatorische Prozesse im Bereich perivaskuldrer Nozizeption finden, die die
Schmerz-prophylaktische Wirkung von sHGs bei KS erklaren. Kortikale 5-HT2a)-HR und
SB-Toleranz gelten als verldssliche Marker fiir das (sub-)chronische Wirken verschiedenster
Antidepressiva beim Nager (Goodwin et al., 1984; Gray & Roth, 2001). In einem Tiermodell
der Depression haben wir vorausgehend gezeigt. dass wiederholte LSD-Behandlung die fiir
dieses Model charakteristischen Vermeidungslern-Defizite von Ratten normalisiert. Parallel
stellte sich eine Normalisierung hippokampaler 5-HT2-Transduktion ein (Buchborn et al.,
2014). 5-HT2a)-HoR steht im Zusammenhang mit Suizidalitit bzw. kardiovaskuldren Kom-
plikationen der Depression (Hrdina et al., 1993; Mendelson, 2000; Schins et al., 2003). Psi-
locybin induziert eine mitunter {iber sechs Monate andauernde antidepressive Wirkung bei
Patienten mit TRD (Carhart-Harris et al., 2018). Die Wirkung ist bereits einen Tag nach Ap-
plikation des sHG nah-maximal und von erhéhter Integritidt des FC-enthaltenden zerebralen
Ruhezustand-Netzwerkes (DMN) begleitet (Carhart-Harris et al., 2016a; Carhart-Harris et al.,
2017). Da sHGs die DMN-Integritét in ihrer Akutwirkung untergaben (Carhart-Harris et al.,
2012; Palhano-Fontes et al., 2015; Carhart-Harris et al., 2016b), ist dessen post-akut erhohte
Integritit gegebenenfalls Ausdruck von Toleranz-adaptiven Prozessen. Hier hat differentielle
5-HT2a-Regulation also moglicherweise therapeutische Implikationen. Auch fiir den einlei-
tend erwédhnten Trend zur Mikrodosierung ergeben sich Implikationen. Dass chronisch appli-
zierte, gering-dosierte sHGs Wohlbefinden und Konzentration verbessern, wird aktuell nur
durch Anekdoten und retro- bzw. prospektiv angelegte Feldstudien nahegelegt; dies belegen-
de Plazebo-kontrollierte Experimente fehlen indes (rev. Kuypers et al., 2019; Passie, 2019).
Unsere Versuche zeigen, dass Toleranz-assoziierte Prozesse Dosis- und Intervall-abhingig
ablaufen. Da Mikrodosierung iiblich alle zwei bis drei Tage durchgefiihrt wird, ist wahr-
scheinlich, dass dies Toleranzentwicklung zusétzlich zur nur geringen Dosis erschwert. Lang-
fristig eingenommen sind physiologische Adaptationen jedoch nicht auszuschlieBen. So sind
in einer Ratten-Studie, in denen normal dosiertes LSD jeden zweiten Tag iiber drei Monate
injiziert wurde, beispielsweise diverse Verdnderungen in Verhalten und Gen-Expression im
FC beobachtet worden. Letztere betreffen 5-HT2a-Effektoren wie PLC oder die NMDA-
Untereinheit NR2B, erstrecken sich jedoch weit iiber Transmitter- und andere Funktionsbe-
reiche (Marona-Lewicka et al., 2011; Martin et al., 2014). Es ist bis dato ungeklért, ob die
postulierte Wirksamkeit von Mikrodosen tatséchlich 5-HT2a-Rezeptoren zuzuschreiben ist. In
Hinblick auf Langzeit-Adaptationen sind experimentell deshalb 5-HT2a-Rezeptoren und Re-

zeptoren, an die sHGs hoher-affin binden als an 5-HT2a, Aufmerksamkeit zu schenken. Viele
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Monoamin-Rezeptoren werden auch in der Peripherie, zum Beispiel im kardiovaskuldren Sys-
tem exprimiert (Watts et al., 2012; Hein, 2015). Etwaig regulatorische Prozesse um diese Re-
zeptoren werden daher in der Kosten-Nutzen-Analyse um chronische sHG-Mikrodosierung
mit zu bedenken sein.

Verhalten, Thermoregulation, Ligand-Bindungs- und/oder G-Proteinkopplungskapazitit,
Translozierung, PLD-Aktivitdt sowie Transkript-Expression: Auf allen von uns untersuchten
Ebenen induzieren LSD und/oder DOB bzw. DOI Prozesse, die auf Toleranz-relevante
5-HT2)-HR schlieBen lassen, wihrend DMT (jenseits des fiir dieses sHG nicht messbaren
Verhaltensparameters) inaktiv oder gar hochregulierend ist. /n toto liefern unsere Daten somit
multimethodal begriindeten Grund zur Annahme, dass Toleranz gegeniiber sHGs eine stark
5-HT2aerg-pharmakodynamische Komponente aufweist und dass somit auch die in humano
beschriebene differentielle Toleranz gegeniiber dem ebenfalls 5-HT2aerg vermittelten psyche-
delischen Effekt von LSD und DMT differentieller 5-HT2a-Regulation zuzuschreiben ist.
Warum es zu diesen Regulationsunterschieden kommt, ist hier nicht abschlieBend zu kléren.
DMT hat in vivo eine deutlich kiirzere Wirkdauer als LSD und DOB/DOI, was ecine Rolle
spielen mag. Da Toleranz gegeniiber DMT jedoch auch dann ausbleibt, wenn dessen Abbau
durch Monoaminoxidase-Hemmung blockiert wird (Dos Santos et al., 2012), scheint die
Dauer der Wirkung nicht alleiniger Faktor zu sein. Aufgrund von Molekiileigenheiten weisen
LSD, DOB und DMT unterschiedliche 5-HT2a-Bindungsverhalten auf (Gomez-Jeria &
Robles-Navarro, 2015), welche sich vermutlich auch in Form abweichender Konformations-
dnderungen bemerkbar machen. In diesem Zusammenhang wire 5-HT2a-Kopplung an das
weiter oben diskutierte Arrestin-Arf-PLD-Modul gegebenenfalls ein ergiebig zu vertiefender
Forschungsansatz. Auch Untersuchungen zum Aufdroseln der von uns gefundenen
glutamatergen HR in relevante Rezeptor-Subtypen (zum Beispiel AMPA und NR2B-NMDA)
konnte weiterer mechanistischer Aufklarung dienen; ebenso die Ausarbeitung der der Ther-
motoleranz zugrundeliegenden Adaptationen jenseits des FC, einschlielich peripherer
5-HT2a-Rezeptoren. Die bedeutendste Fortfiihrung unserer Arbeit ldge indes im Test auf
translationale Validitdt: Wenn differentielle Toleranz tatsdchlich aus differentieller 5-HT2a-
Regulation erwichst, miisste die 5S-HT2aerg begriindete Wirkung von LSD und DMT auf kor-
tikale Pyramidenzellen differentiell adaptieren wie es parallel ihr putatives Verhaltens-
und/oder Bewusstseinsmanifest tut. Auch klinisch eroffnet differentiell halluzinogene
5-HT2a-Regulation hier, sei es bei Migrdne, Depression oder Mikrodosierung eine Ertrag-

versprechende, génzlich unbegangene Forschungslandschatft.
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Abkiirzungsverzeichnis

25CN-NBOH N-(2-Hydroxybenzyl)-2,5-dimethoxy-4-
cyanophenylethylamin

SH Tritium (Radioaktives Isotop des Wasserstoffs)

S Radioaktives Isotop des Schwefels

5-HT 5-Hydroxytrytamin (Serotonin)

5-HT1a Serotonin-Rezeptor, Subtyp 1A

5-HTis Serotonin-Rezeptor, Subtyp 1B

5-HT1p Serotonin-Rezeptor, Subtyp 1D

5-HT> Serotonin-Rezeptor, Familie 2

5-HT2a) Serotonin-Rezeptor, Familie 2, tentative Subtypen-Zuordnung

5-HT2a Serotonin-Rezeptor, Subtyp 2A

5-HTac Serotonin-Rezeptor, Subtyp 2C

5-HT3 Serotonin-Rezeptor, Subtyp 3

ol (Nor-)Adrenalin-Rezeptor, Subtyp alpha 1

A Verianderung

Gl Sigma-Rezeptor, Subtyp 1

u Opioid-Rezeptor, Subtyp p

ACTB B-Aktin-kodierendes Gen

AK Antikorper

Alexa Alexa-488 (Fluoreszenzfarbstoff)

Alul Endonuklease, Typ Alul

AMPA Aminomethyl-Phosphonséure(-Rezeptor)

AP-1 Aktivator-Protein, Subtyp 1 (Transkriptionsfaktor)

AP2 Adapter-Protein, Subtyp 2

APS Ammoniumperoxodisulfat

ARF1 Adenosyl-Ribosylierungsfaktor, Subtyp 1

BFA Bovines Serumalbumin

BGBI. Bundesgesetzblatt

bp Basenpaare

BtMG Betdubungsmittelgesetz

Co6 Gliale Gehirntumorzellen (Ratte)

CamKII Calcium/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase, Subtyp 2

CB1 Cannabinoid-Rezeptor, Subtyp 1
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cDNA mRNA-komplementidre Desoxyribonukleinséure
c-fos Transkriptionsfaktor (zelluldres Finkel-Biskis-Jinkins-Osteo-

sarkom-Protein)

CHs Methylgruppe

c-jun Transkriptionsfaktor (zelluldres Jun; Vogel-Sarkom-Virus 17)

Cy3 Indocarbocyanin (FluoreszenzfarbstofY)

DAG Diazylglyzerol

DC Diinnschichtchromatographie

ddH20 Bidestilliertes Wasser

DMEM Dulbecco's-Modified-Eagle's-Medium

DMN Ruhezustand-Netzwerk (Default Mode network)

DMT N,N-Dimethyltryptamin

DOB 4-Bromo-2,5-dimethoxyamphetamin

DOI 4-lodo-2,5-dimethoxyamphetamin

DOM 4-Methyl-2,5-dimethoxyamphetamin

DPX Distrene Plasticiser Xylene

DSM-5 Diagnostisch statistisches Manual Psychischer Storungen,
fiinfte Edition

ECso Mittlere effektive Konzentration

ECL Enhanced Chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EPSCs Exzitatorische postsynaptische Strome

ERK1/2 Extrazelluldr-Signal-regulierte Kinasen, Subtypen 1 und 2

EtOH Ethanol

Ex/Em Erregung/Emission

FC Frontaler Kortex

FKS Fotales Kédlberserum

fMRT Funktionelle Magnetresonanztomographie

GABA y-Aminobuttersdure

GDP Guanosindiphosphat

Glu Glutamat

GPCR(s) G-Protein-gekoppelte(r) Rezeptor(en)

G-Protein Guanosintriphosphat-bindendes Protein

Gq G-Protein, Subtyp q

GTP Guanosintriphosphat
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GTPase
GTPyS
Hi
1S-HT2a
HA
HCI
HEK293-Zellen
HPPD
HoR
HR
HRP
HT(s)
HTR2A
HYPER
ICD10

IgG

INT

L.p.

ISI

kDa
KH2PO4
Kntr

KS

Kts
LAMP1
LSC

LSD
LVPC(s)
LY354740
LY379268
MAO
MAO-A
MAPK(s)
MDL(100907)

GTP-hydrolysierendes Enzym
Guanosin-5'-O-[y-thio]triphosphat
Histamin-Rezeptor, Subtyp 1

Humaner 5-HT2a-Rezeptor

Himagglutinin (Glykoprotein des Influenzavirus A)
Chlorwasserstoff (wéssrige Losung)

Humane embryonale Nierenzellen

Hallucinogen Persisting Perception Disorder
Hochregulation

Herabregulation

Meerrettich-Peroxidase (Horseradish Peroxidase)
Head Twitch(es)

5-HT2a-kodierendes Gen

Hyperthermie

Internationale statistische Klassifikation der Krankheiten, 10.
Revision

Immunglobulin G

Internalisierung

Intraperitoneal

Interstimulus-Intervall (hier: Intervall zwischen Injektionen)
Kilodalton

Kaliumdihydrogenphosphat

Kontrolle

Klusterkopfschmerzen

Ketanserin

Lysosom-assoziiertes Membranprotein, Subtyp 1
Liquid Scintillation Counting
Lysergséuredidthylamid

Pyramidenzelle(n) der Schicht 5 des Kortex
(+)-2-Aminobicyclo[3.1.0]hexan-2,6-dicarbonsiure
(—)-2-Oxa-4-aminobicyclo[3.1.0]hexan-4, 6-dicarbonsiure
Monoaminoxidase

Monoaminoxidase, Subtyp A

Mitogen-aktivierte Proteinkinase(n)

[R-(+)-alpha-(2,3-dimethoxyphenyl)-1-[2-(4-fluorophenyl)
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MEK
Methy
mGluzs
M-MLV
mRNA
MW
MW-ANOVA
Na2HPO4
NaCl
NHS
NIH/3T3
NMDA
NR2B-NMDA
n.s.

NS
Oligo(dt)
P11

PA

PBS

PC

PCR
pdN6
PET
phosphoERK1/2
PKC
PLC
PLD
PLD1
PLL
PMA
p-o.
PtdEtOH
Puvll

Quipa

ethyl]-4-piperidinemethanol]
MAPK/ERK-Kinase

Methysergid

Metabotroper Glutamatrezeptor, Subtyp 2/3
Muriner Moloney-Leukdmie-Virus
Boten-Ribonukleinsiure

Mittelwert

Varianzanalyse mit Messwiederholung
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumchlorid (Kochsalzlosung)
Normales Pferdeserum

Fibroblasten von (National Health Institute) Mauseembryos
N-Methyl-D-Aspartat(-Rezeptor)
NMDA-Rezeptor, Untereinheit NR2B enthaltend
Nicht signifikant

Nicht signifikanter Trend

Kurze Sequenz von Deoxythymidin-Nukleotiden (Primer)
Hypophysen-Tumorzellen der Ratte
Phosphatidséure

Phosphatgepufferte Salzlosung
Phosphatidylcholin
Polymerasekettenreaktion
Hexamer-Zufallsprimer
Positronen-Emissionstomographie
Phosphorylierte ERK, Subtypen 1 und 2
Proteinkinase C

Phospholipase C

Phospholipase D

Phospholipase D, Subtyp 1

Poly-L-Lysin
Phorbol-12-myristat-13-acetat

Per os (oral)

Phosphatidylethanol

Endonuklease, Typ PuvIl

Quipazin
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15-HT2a
Rabl11
Raf
Ras

rev.

Rit

™
RNA
RT
RT-PCR
SB
SDS
SDS-PAGE
SEM
sHG(s)
siRNA
SpD
SPECT
Spiro
Src

St

Suc
TACH
TBS
TBST
Tc
Tf(R)
THC
TPBS
TRANS-P
Tris
TRD
ucC

UT
WDS

5-HT2a-Rezeptor der Ratte

Ras-assoziiertes Bindungsprotein, Subtyp 11
Fibrosarkom-Kinase (Ratte)

Monomeres G-Protein (Ratten-Sarkom)

Review

Ritanserin

Retrograder Messenger

Ribonukleinsiure

Raumtemperatur bzw. reverse Transkription/Transkriptase
Reverse Transkription und Polymerasekettenreaktion
Shaking Behaviour

Natriumdodecylsulfat (Sodium-Dodecyl-Sulfate)
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese
Standardfehler des Mittelwerts

Serotonerge(s) Halluzinogen(e)

Kurze interferierende (Small-Interfering) Ribonukleinséure
Sprague Dawley (Rattenstamm)
Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie
Spiroperidol

Sarkom-Tyrosinkinase

Staurosporin

Sucrose

Tachyphylaxie

Tris-gepufferte Salzlosung

TBS mit Tween

Korperkerntemperatur

Transferrin (Rezeptor)

Tetrahydrocannabinol

Tris/phosphat-gepufferte Kochsalzlosung
Transphosphatidylierung
Tris(hydroxymethyl)aminomethane
Behandlungsresistente (7reatment-Resistant) Depression
Nicht restringiert (Uncut)

Nicht transfiziert

Wet Dog Shakes
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