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Um den Einfluss der Blut-Hirn-Schranke auszuschlieRen
und um die Verteilung des NMDA-Rezeptors in diskreten
Hirnarealen nachzuweisen, wurden autoradiographische
Versuche mit dem Radioliganden [**F]DDIC1 (ICs= 81
nm, logP= 2,07) an Hirnschnitten ausgewachsener,
gesunder, méannlicher Sprague-Dawley Ratten
durchgefihrt. Die gesunden Tiere wurden dekaptiert, die
Gehirne sofort entnommen, in gekdérntem Trockeneis
eingefroren und bis zur Bearbeitung bei - 80°C gelagert.
Die Gehirne wurden seriell koronar (10 pm) mit einem
Kryostat (Leica, Jung CM3000) bei -15°C geschnitten,
direkt auf Objekttrager aufgezogen und bei - 80°C
aufbewahrt.

Die Schnitte, welche zuvor mit einer hydrophoben
Markierung (PAP Pen) umrandet worden sind, wurden auf
einer mit Eis gefullten  Kristallisierschale in
Inkubationspuffer Tris-HCI + 120 mM NaCl (pH 7,5) fur
20 min vorinkubiert. 125 pL des Radioliganden (680 kBq /
0,8 mL Puffer) wurden mit 125 pL Puffer verdiinnt, auf die
Hirnschnitte pipettiert und bei + 4°C fiir 60 min inkubiert.
Fur die Verdrangungsexperimente wurden die endogenen
Liganden Glycin und Kynurensaure verwendet, welche als
200 uM Glycin- bzw. 20 pM Kynurenséureldsung (125
puL) an Stelle der Pufferlésung zum Verdinnen der
Radioligandlosung verwendet wurden. Die Schnitte wurden
jeweils fur 15 sec mit eiskaltem Inkubationspuffer gespiilt
und kurz in destilliertes Wasser getaucht. Die Schnitte
wurden fur 20 sec vorsichtig trocken gefént und
anschlieBend auf einem Amersham General Purpose
Phosphor Screen (Storm) bei RT fur 17,5 h exponiert und
ausgelesen. Die Auswertung der Bilddaten erfolgte mit
ImageQuant (Molecular Dynamics, Version 5,2)

Die in Abbildung 1 dargestellite Gesamtbindung des
Radioliganden zeigt Areale hoher Anreicherung im Cortex,
den Thalamuskernen und im Cerebellum. Im NMDA-
reichen Hippocampus wurden allerdings nur geringe
Bindungsanteile vorgefunden.

Zur Deutung des Resultats gilt zu bedenken, dass der
NMDA-Rezeptor einen heteromeren Komplex,
zusammengesetzt aus NR1- und NR2-Untereinheiten,
darstellt und die synthetisierte Verbindung zur Klasse der
Liganden der Glycin-Bindungsstelle zahlt. Durch das
ubiquitdre Vorhandensein der NR1-Untereinheit, welche
die Glycin-Bindungsstelle  tr&gt und fir  einen
funktionstiichtigen Rezeptor notwendig ist, kann man
damit sehr schwer eine definierte Aussage Uber Subtyp-
spezifische Verteilungen treffen.

Man kann jedoch erkennen, dass die Areale verstarkter
Anreicherung (Cortex und Cerebellum) jene sind, die eine
hohe Dichte der h&ufig vorkommenden Untereinheiten
NR2 A bzw. NR2 B aufweisen, was im Einklang mit

Literaturdaten zur Rezeptorverteilung der einzelnen
Untereinheiten im Gehirn von Nagetieren steht [1].
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Abb. 1: Anreicherung von [**F]DDIC1 im Rattenhirn
(Gesamthindung)

Um den Anteil der spezifischen Bindung zu bestimmen,
wurden Verdrangungsexperimente mit den endogenen
Liganden Glycin und Glutamat durch-gefiihrt. Diese
resultierten in einer nur geringen spe-zifischen Bindung des
Radioliganden [*®F]DDIC1, trotz sehr guter in vitro-Daten
[2,3].
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Abb. 2: Verdrangungsexperiment mit den endogenen
Liganden Kynurensaure (20 uM) und Glycin (200 uM)
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