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Effect of Ethanol on Glutamate and GABA Levels in Rat Brain and CSF

Summary. The effect of chronic ethanol administration, 5 g/kg per day for 2 or
4 weeks, on the neurotransmitters glutamate and GABA was investigated in
rats. An increase in GABA was found in the striatum, hippocampus, and sub-
stantia nigra, 8 or 12 h after the last ingestion of ethanol, this being masked by
injection of barbiturate.

In addition an increase of glutamate has been found in the examined brain
areas. This is consistent with the known effect of ethanol on brain Dopa
metabolism and release.

Finally, the relevance of the results for the pathogenesis of withdrawal
seizures and delirious states is discussed.
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Zusammenfassung. In zwei Versuchsserien wurde der EinfluB von chroni-
scher Aethanolgabe (5g/kg tiglich) iiber 2 bzw. 4 Wochen auf die Neuro-
transmitter Glutamat und GABA bei Ratten untersucht. Dabei fand sich ein
durch Barbiturat maskierter Anstieg der GABA-Konzentration in Striatum,
Hippocampus und Substantia nigra, 8 bzw. 12 Stunden nach der letzten
Acthanolgabe.

Fiir Glutamat konnte ebenfalls ein Anstieg in den untersuchten Hirn-
regionen gefunden werden, der mit den fiir Dopamin bekannten Verinde-
rungen unter Aethanol vereinbar ist. Die Bedeutung fiir die Pathogenese
hirnorganischer Anfille und psychotischer Symptome nach chronischem
Alkoholmifibrauch wird diskutiert.

Schliisselwirter: Aethanol - Barbiturat - Cortex - GABA - Glutamat - Hippo-
campus - Nigra - Striatum
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Einleitung

Uber die Verdnderungen von Konzentration, Metabolismus, Ausschiittung und
Wirkung verschiedener Neurotransmitter wie GABA, Dopamin, Acetylcholin,
Substanz P, Serotonin und Noradrenalin unter Aethanolgabe oder im Entzug,
liegen verschiedene tierexperimentelle Untersuchungen vor. Mit den Ergebnis-
sen werden Uberlegungen zur Suchtentstehung (Tabakoff et al. 1980; Wood
1980), zur Pathogenese hirnorganischer Anfille im Entzug (Cooper et al. 1979;
Goldman et al. 1981) oder zum Delirium tremens (Anokhina 1979; French et al.
1977) verbunden.

Der exzitatorische Neurotransmitter Glutamat wurde in diesem Zusammen-
hang bisher noch nicht untersucht. Eine Verdnderung des Glutamatmetabolis-
mus unter chronischer Alkoholgabe (Veksler und Magomedova 1980) mit még-
licher Bedeutung fiir die Pathogenese von Entzugsanfillen (Freed et al. 1978)
wurde frither vermutet. Wir haben darum die Glutamatkonzentrationen in ver-
schiedenen Hirnregionen chronisch aecthanolbehandelter Ratten gemessen.

Material und Methode

Untersucht wurden CHBB-Rattenménnchen von 300-350g Korpergewicht, bei zufdlliger
Verteilung 100-120 Tage alt, die nach Bedarf gefiittert und bei regelméBigen Tag- und Nacht-
zyklen in einem gleichmifig temperierten und feuchten Raum gehalten worden waren.

In der ersten Versuchsserie erhielten 14 Tiere 4 Wochen lang téglich per Magensonde 5 g/
kg Aethanol in 40-volumenprozentiger Lésung. Die letzte Fiitterung erfolgte am Versuchstag,
wonach die Tiere zeitlich gestaffelt (7 Tiere 2-6 Stunden nach der letzten Fiitterung und 7
Tiere tiber 6-10 Stunden nach der letzten Fiitterung) und abwechselnd mit den 9 Kontroll-
tieren geopfert wurden (Tabelle 1).

Tabelle 1. Konzentrationen von Glutamat und GABA in Hirnstrukturen von Ratten nach
chron. Alkoholgabe iiber 4 Wochen

(umol/g) Kontrolltiere 2-6 Std >6-10 Std
108td Nach letzter Alkoholgabe
Frontaler Cortex Glutamat 11.09£0,43 11,53 +0,38 12,6710,37
P<0,02
GABA 2,42+0,23 2,56+0,21 2,75+0,28
Striatum Glutamat 9,88+0,22 9,73£0,21 10,56+0,26
GABA 2,641+0,27 2,97+0,31 2,791+0,51
Hippocampus Glutamat 10,10+0,15 10,33 +0,22 11,071+0,39
P<0,05
GABA 2,81+0,14 2,91£0,19 2,65+0,13
Nigra Glutamat 5,03%0,14 4,9810,58 6,341+0,36
P<0,002
GABA 13,53+0,38 13,46 £0,95 14,52 +0,76
Liquor Glutamat 12,3240,46 12,45+0,49 13,20%0,58
cerebrospinalis

(nmol/ml)
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Tabelle 2. Glutatmat und GABA in Hirnstrukturen von Ratten, chron. Alkoho! iber 2
Wochen; 4, 8, 12 Std nach letzter Alkoholgabe

(umol/g) Kontroll- Stunden nach letzter Alkoholgabe
tiere 4 8 12
Frontaler Cortex  Glutamat  10,79+0,17 10,77+0,23  11,20%+0,38  11,62+0,31
P<0,05
GABA 3,56 10,37 3,10%0,32 2,70+0,25 3,82+0,29
Striatum Gilutamat  10,45+0,12  10,07+0,36 10,32+0,25 11,00%0,20
P<0,05
GABA 3,21+£0,22 2,93+0,55 4,18+0,28 3,88£0,20
P<0,05 P<0,10
Hippocampus Glutamat  10,594+0,20  10,55+0,23  11,02+0,29  11,38£0,20
P<0,02
GABA 2,29+0,32 2,70%£0,51 3,25£0,46 4,1310,14
P<0,001
Nigra Glutamat 5,62+0,33 5,09£0,40 5,25%0,20 5,38£0,66
GABA 15,66+0,48 14,65x0,24 1734116 17,45+0,67
P<0,05

Bei den narkotisierten Tieren (0,4 g/kg Hexobarbital-Natrium, Evipan®, intraperitoneal)
wurden nach Priparation der Membrana atlantooccipitalis 120-180 zl Liquor durch Subocci-
pitalpunktion unblutig entnommen und sofort auf minus 80°C gefroren.

Anschliefend wurden aus dem intra vitam entnommenen Gehirn Gewebsproben von
frontalem Cortex, Striatum, rostralem Hippocampus und Substantia nigra gewonnen.

Die Gewebsproben wurden mit 300 ul eisgekiihlter 0,5 M Perchlorsiure, die einn M EDTA
enthielt, homogenisiert (Kim et al. 1981). Nach dem anschlieBenden Zentrifugieren wurden
200 ul des Uberstandes bei minus 80°C tiefgefroren.

In Uberstand und Liquor cerebro-spinalis wurden die Konzentrationen von Glutamat
und GABA mit der Methode nach Graham und Aprison (1966) und Kim et al. (1981) fluoro-
metrisch gemessen.

In einer zweiten Versuchsserie erhielten unter sonst unverdnderten Bedingungen 18 Tiere
2 Wochen lang tiglich 5 g/kg 40-volumenprozentigen Aethylalkohol per Magensonde. Den 10
Kontrolltieren wurde die gleiche Menge Wasser verabfolgt. Je 6 der Versuchstiere wurden
unnarkotisiert genau 4, 8 und 12 Stunden (Tabelle 2) nach der letzten Alkoholgabe dekapitiert.

Aus den Gehirnen wurden wieder Gewebsproben von frontalem Cortex, Striatum, Hip-
pocampus sowie Substantia nigra gewonnen und in der oben beschriebenen Weise unter-
sucht. Fiir die Ergebnisse wurden die Standardabweichungen (SEM) errechnet und Signifi-
kanzen mit Hilfe des ¢-Tests nach Student {iberpriift.

Ergebnisse

Tabelle 1 zeigt die Transmitterkonzentrationen in den untersuchten Hirnstruk-
turen und im Liquor cerebro-spinalis nach vierw&chiger Aethanolgabe. Die Ver-
suchstiere werden in zwei Gruppen, Untersuchung 2-6 Stunden und iiber 6 bis
zu 10 Stunden nach der letzten Alkoholgabe aufgeteilt.

Fur die GABA-Konzentrationen finden sich keine signifikanten Unter-
schiede, fiir Glutamat zeigt sich ein signifikanter Anstieg in frontalem Cortex,
Hippocampus und Substantia nigra.
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In Tabelle 2 werden die nach zweiwdchiger Aethanolgabe aus den untersuch-
ten Hirnstrukturen unnarkotisierter Tiere mit definiertem Zeitabstand zur letz-
ten Aethanoldosis (4, 8 und 12 Stunden) gemessenen Daten aufgefiihrt. Auch
hier findet sich mit Ausnahme der Substantia nigra in allen untersuchten Regio-
nen ein signifikanter Anstieg der Glutamatkonzentration. Im Nigragewebe steigt
der Glutamatgehalt nach anfinglichem Abfall (4 Stunden nach der letzten Alko-
holdosis) spiter trendméfBig an.

Fiir die Gamma-Aminobuttersidure finden sich unterschiedliche zeitliche
Verldufe, wobei in Striatum, Hippocampus und Nigra signifikante Konzentra-
tionszunahmen auffallen. Withrend sich also die Werte fiir Glutamat in beiden
Versuchsserien identisch verhalten, es findet sich ein Konzentrationsanstieg mit
zunehmendem Zeitintervall zur letzten Alkoholgabe, ist flir GABA nur beinicht
narkotisierten Tieren eine deutliche Konzentrationszunahme erkennbar.

Diskussion

TFir die Konzentration der Gamma-Aminobuttersdure im Zentralnervensystem
nach chronischer Aethanolgabe werden tierexperimentell unterschiedliche
Ergebnisse mit Zunahme (Abbondanza und Cessi 1978; Abbondanza 1980; Hak-
kinen und Kulonen 1967; Rawat 1974; Chopde et al. 1977) und Verminderung
(Gordon 1967; Patel und Lal 1973) beschrieben. Das liegt an individueller Varia-
bilitit, am zeitlichen Verlauf der Anderungen sowie an unterschiedlichen Ver-
suchsansétzen.

Wir haben die Tiere nicht nach der Methode von Majchrowicz (Majchrowicz
1975) abhiingig gemacht, sondern tiber 2 bzw. 4 Wochen einmal tiglich Aethyl-
alkohol per Magensonde gegeben.

Dariiber hinaus unterscheiden sich die Konzentrationsverldufe in den ver-
schiedenen Hirnregionen. So konnten Volicer et al. (1977) nach Alkoholentzug
nur in Pons-Medulla und Cerebellum einen deutlichen GABA-Abfall nach-
weisen, wihrend sich dieser im Cortex erst nach 24stiindigem Entzug einstellte
und im Subcortex die GABA-Konzentration nach anfanglichem Abfall spater
anstieg. Auch Cooper et al. (1979) fanden im Alkoholentzug bei Ratten keine
signifikanten GABA-Konzentrationsunterschiede fiir das gesamte Gehirn, mit
Ausnahme eines Konzentrationsabfalles nach 18stiindigem Entzug im Hirn-
stamm.

Der EinfluB des Aethanols auf den GABA-Metabolismus, dem Bedeutung
fiir die Pathogenese hirnorganischer Anfille im Entzug zukommt (Cooper et al.
1979; Goldman et al. 1981; Volicer et al. 1977), wird unterschiedlich erklért (Lilje-
quist und Engel 1979). So nahm Liljequist eine verminderte Sensibilitdt zentral-
nervioser GABA-Rezeptoren an, wihrend Hunt et al. (1979) eine Interaktion von
Acthanol mit den Neurotransmittern Dopamin und Acetylcholin, aber nicht mit
GABA selbst, vermutete.

In unserer Untersuchung fanden wir einen signifikanten Anstieg der Kon-
zentrationen von GABA (Abb. 1) in Striatum, Hippocampus und Substantia
nigra jeweils 8 bzw. 12 Stunden nach der letzten Alkoholgabe, wodurch die
Ergebnisse von Abbondanza (1980) in speziellen Hirnregionen bestitigt werden.
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Abb.1. GABA-Konzentrationen
in den untersuchten Hirngewebs-
proben bei Kontrolitieren und 4,
8 bzw. 12 Stunden nach zwei-
wochiger Alkoholgabe
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Das Ergebnis wird, wie die erste Versuchsserie (hierzu Tabelle 1) zeigt, durch
Narkotisierung mit einem GABA-ergen Barbiturat maskiert. Infolge der hier-
durch vermehrten GABA-Ausschiittung liegen bei den Kontrolltieren die Kon-
zentrationen des Neurotransmitters im Gewebe von frontalem Cortex, Striatum
und Substantia nigra unter denen der nicht narkotisierten Kontrolltiere (hierzu
Tabelle 2). AuBerdem dndern sich die GABA-Konzentrationen bei barbiturat-
vorbehandelten Tieren nach Aethanolgabe nicht signifikant.

Eine verminderte GABA-Ausschiittung bei erhdhter Gewebskonzentration
lieBe (Kim 1978) gesteigerte dopaminerge Aktivitit erwarten, wenn nicht Aetha-
nol selbst (Hunt et al. 1979) wiederum EinfluB auf den nigrostriatalen Transmit-
ter Dopamin ausiibte.

Nach chronischer Gabe von Aethanol (Hunt et al. 1979; Pohorecky und New-
man 1977) und bei Intoxikation wird bei Ratten ein herabgesetzter Dopamin-
Metabolismus und verminderte Freisetzung des Transmitters beobachtet, die
nach etwa 7 Tagen zum Normalwert zuriickkehrt. Es ist aber auch eine gegen-
teilige Wirkung (Fadda et al. 1980; Liljequist und Engel 1979), vermehrte Dopa-
min-Freisetzung bei gesteigerter Synthese, beschrieben, was Hunt et al. (1979)
mit einem biphasischen Effekt des Aethanols erkldren. Hohe Aethanolkonzen-
trationen hemmen, niedrigere steigern die nigrostriatale Dopamin-Freisetzung.

Dieser biphasische Effekt 1aBt sich auch im Zeitverlauf der Glutamat-Kon-
zentrationen (Abb. 2) ablesen. Auf Abb. 2 liegen die Werte 4 Stunden nach der
letzten Aethanolgabe in Striatum und Substantia nigra unter den Kontroll-
werten, wihrend sie spéter allmahlich ansteigen. Die zunichst hohe Glutamat-
Freisetzung wird also mit sinkendem Aethanolspiegel durch Zunahme des dopa-
minergen Finflusses gemindert, wodurch (Veksler und Magomedova 1980) bei
unvermindertem Glutamat-Metabolismus die Gewebskonzentrationen anstei-
gen. In diesem Zusammenhang kann die nicht signifikant verdnderte Glutamat-
Liquorkonzentration auch auf einen absolut gesteigerten Glutamat-Metabolis-
mus deuten.

Der Effekt wird nicht, wie bei Gamma-Aminobuttersiure, durch Barbiturat-
Narkose maskiert.
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Abb. 2. Konzentrationen von
Glutamat in den untersuchten
Hirnstrukturen von Kontroll-
tieren und 4, 8 oder 12 Stunden
nach der letzten Aethanolgabe
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Die Auffilllung der Glutamat-Speicher kann bei Erregung glutamaterger
Neurone eine massive Ausschiittung des exzitatorischen Transmitters ermog-
lichen und 148t deshalb eine Bedeutung (Freed und Michaelis 1978) fiir die Ent-
stehung von hirnorganischen Anfillen im Alkoholentzug vermuten.

Tierexperimentell waren unter Amphetamin erhéhte Gewebskonzentratio-
nen von Glutamat in frontalem Cortex, Striatum und Hippocampus gefunden
worden (Kim et al. 1981).

Bei Menschen werden nach Amphetaminabusus, ebenso wie wihrend der
Halluzinosen im Alkoholentzug und dem Alkoholentzugsdelir, Bilder des
akuten exogenen Reaktionstypus beobachtet.

Die weitgehend identischen Verdnderungen der zentralnervosen Glutamat-
konzentrationen in beiden Tierexperimenten (nach Aethanol und Ampheta-
min) lassen darum die hypothetische Annahme zu, dafl Glutamat auch Bedeu-
tung fiir Pathogenese von Halluzinationen und delirante Symptome im Alkohol-
entzug zukommt.
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