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1 EINLEITUNG 1

I EINLEITUNG

1 Das serotonerge System

1.1 Vorkommen und Dualitit von 5-HT

Bereits 1937 beschrieb VITTORIO ERSPAMER einen von ithm als Enteramin bezeichneten Stoff
aus den enterochromaffinen Zellen des Darms, der die Kontraktion glatter Geti3muskelzellen
hervorruft [ERSPAMER ¢7 al, 1937]. Die zur genaueren Charakterisierung von Enteramin und
seiner Strukturaufklirung notwendige Reinigung gelang Erspamer jedoch nicht. Unabhingig
davon wurde 1948 von RAPPORT ef 4/. eine Substanz des Blutserums isoliert, die den Tonus in
den Blutgefilen reguliert und daher Serotonin genannt wurde [RAPPORT ez al, 1948]. Die
Aufklirung seiner Struktur im Jahr 1949 identifizierte diese Substanz als 5-Hydroxytryptamin
(5-HT) [RAPPORT, 1949]. Es stellte sich allerdings erst 1952 heraus, dass das von Erspamer
beschriebene Enteramin mit Serotonin identisch ist [ERSPAMER e7 /., 1952].

Etwa 90 % des 5-HT im Korper werden in den enterochromaffinen Zellen des Gastro-
intestinaltraktes synthetisiert und regulieren Darmmotilitit und Flissigkeitssekretion
(Absch. 1.3.2.1) [RACKE e¢7 al., 1991]. Von diesen Zellen wird es auch in das Blut abgegeben,
durch das es in verschiedene Gewebe gelangt und dort an einer Vielzahl von Prozessen
beteiligt ist. So ist in Thrombocyten gespeichertes 5-HT fur die Aufrechterhaltung der
primiren Himostase notwendig (Absch. 1.3.2.2) [HOLLAND, 1976; WALTHER e¢f a/., 2003c] und
es ubt einen mitogenen Effekt auf glatte GefiBmuskelzellen aus. In diesem Zusammenhang
wird es mit der idiopathischen pulmonalen Hypertonie in Verbindung gebracht (Absch. 1.3.2.3)
[EDDAHIBI ¢/ al., 2001; GUILLUY ¢ al., 2007]. Dartiber hinaus reguliert 5-HT die Proliferation
von Hepatocyten und ist fir die Leberregeneration essentiell [LESURTEL ef al, 2000], es
kontrolliert die Entwicklung der Milchdriisen [MATSUDA ef al., 2004] und ist in Mastzellen an
der Regulation der T-Zell-vermittelten Immunantwort beteiligt [FINOCCHIARO ef al., 1988;
GEBA ¢t al., 1990]. Es erfillt auch in frihen Entwicklungsstadien wichtige Funktionen, wie bei
der prineuralen Ontogenese und der Morphogenese von Gehirn und Herz [YAVARONE ¢ al,
1993; WALTHER ¢# al., 1999; GASPAR ¢/ al., 2003]. In der Epiphyse dient es als Vorstufe des
Hormons Melatonin, das den Tag-Nacht-Zyklus des menschlichen Korpers —steuert
(Absch. 1.1.2.2 und 1.3.1) [MIGUEZ ¢t al., 1997].

Neben diesen hormonellen Wirkungen in peripheren Geweben erfillt 5-HT im Netrvensystem
eine wichtige Funktion als Neurotransmitter (Absch. 1.3.1) [DAHLSTROM e/ al., 1964]. Es

kontrolliert ein breites Spektrum von Gehirnfunktionen, so reguliert es Stimmungen, Schlaf,
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Korpertemperatur, Angst, Nahrungsaufnahme und Sexualverhalten, und wird mit zahlreichen
pathologischen Zustinden wie Epilepsie, Schizophrenie, Depressionen und Drogenmiss-
brauch in Verbindung gebracht [WALTHER e/ al, 2003a]. Da 5-HT die Blut-Hirn-Schranke
nicht dberwinden kann (Absch. 1.2.2), ist seine periphere Funktion als Hormon von der
Wirkung als Neurotransmitter weitgehend getrennt. AuBlerdem wird 5-HT auch von zwei
verschiedenen Isoenzymen gebildet (Absch.1.1.2.1), man spricht daher auch von einer

Dualitit des serotonergen Systems.

1.2 5-HT Metabolismus

1.2.1  Buiosynthese und Katabolismuns

Die Dualitit des serotonergen Systems zeigt sich wie bereits erwihnt auch in der Biosynthese
von 5-HT. Es wird aus der essentiellen Aminosaure L-Tryptophan (Ttp) in einer zweistufigen
Reaktion synthetisiert. Den ersten und geschwindigkeitsbestimmenden Schritt, die Hydroxy-
lierung des Trp an der Position 5 des Indolringes, katalysiert die Tryptophan-Hydroxylase
(TPH), die Eisen(Il)-Ionen enthilt und neben molekularem Sauerstoff Tetrahydrobiopterin als
Kofaktor benétigt. Entstehendes 5-Hydroxytryptohan (5-HTP) wird anschlieBend durch die
Aromatische-L-Aminosdure-Decarboxylase (AADC) zu 5-HT decarboxyliert, die Pyridoxal-
phosphat als Kofaktor verwendet (Abb. 1.1).

NH. NH
@j\g/z/ TPH \CE\C?;ADC \@C MAO \GECALDH \GEC(
N N\ \ 0,+H,0
H H

\ o) + BH, \ NAD’ + H,0 \
H H H
H,0+BH, NH, +HO NADH +H*
L-Tryptophan 5-Hydroxytryptophan 5-HT 5-Hydroxyindol- 5-Hydroxyindol-
acetaldehyd essigsaure

Abb. I.1: Biosynthese und Katabolismus von 5-HT. 5-HT wird in einer zweistufigen
Reaktion aus L-Tryptophan synthetisiert. Der Abbau erfolgt ebenfalls in einer zweistufigen
Reaktion, das Endprodukt 5-Hydroxyindolessigsdure wird iiber die Niere ausgeschieden. Abkiir-
zungen: AADC, Aromatische-Aminosiure-Decarboxylase; ALDH, Aldehyd-Dehydrogenase;
BHo, Dihydrobiopterin; BHy4, Tetrahydrobiopterin; MAO, Monoamin-Oxidase; TPH,
Tryptophan-Hydroxylase.

Durch Deletionsstudien in der Maus wurde die Existenz von zwei verschiedenen Isoformen
der TPH (TPH1 und TPH2) entdeckt und auch bei Ratte und Mensch gezeigt [WALTHER ef a/.,
2003b] und in zwel weiteren, unabhingigen Studien verifiziert [COTE ef al, 2003; LIU et al.,
2008]. In peripheren Geweben wird 5-HT durch die Wirkung der TPH1 synthetisiert,
wihrend im zentralen Nervensystem (ZNS) die TPH2 fir die 5-HT-Synthese verantwortlich

ist. Die neuronale TPH2 konnte mit Ausnahme der Epiphyse [SUGDEN, 2003] und der Retina
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[LIANG e al., 2004], wo sie aber jeweils weit schwicher exprimiert wird als die TPH1, und des
enterischen Nervensystems [COTE ef al., 2003; GERSHON, 2005; SAKOWSKI e¢f al., 2000] bislang
noch nicht auBerhalb der Blut-Hirn-Schranke detektiert werden. Das serotonerge System ldsst
sich also aufgrund der Wirkung von 5-HT als Hormon oder Neurotransmitter in zwei Teile
teilen, die Dichotomie zeigt sich aber insbesondere auch in der Biosynthese durch zwei
verschiedene Isoenzyme der TPH.

Der Abbau von 5-HT erfolgt durch oxidative Desaminierung, die durch Monoamin-
Oxidase A und B (MAO-A und MAO-B) katalysiert wird. Das entstehende 5-Hydroxyindol-
acetaldehyd wird anschlieBend durch die Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH) zur
entsprechenden Carbonsdure oxidiert (5-Hydroxyindolessigsdure) und mit dem Urin

ausgeschieden.

1.2.2  Zusammenhdngende Stoffwechselwege

Die Bildung von 5-HT wird neben TPH1 und TPH2 auch maligeblich von den
Stoffwechselwegen beeinflusst, die ebenfalls die essentielle Aminosaure Trp als Ausgangsstoff
verwenden (Abb. 1.2) [RUDDICK ¢ al.,, 2006]. Dazu gehort der Kynurenin-Metabolismus, tiber
den in peripheren Geweben etwa 95 % des nicht fiir die Synthese von Proteinen verwendeten
Trp verstoffwechselt werden [BOTTING, 1995]. Die oxidative Offnung des Indolringes von
Trp stellt den ersten und geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Kynurenin-Synthese dar
und wird in Hepatocyten durch die Tryptophan-2,3-Dioxygenase (TDO) katalysiert, wihrend
in Makrophagen, Astrocyten, Mikrogliazellen und dendritischen Zellen das Enzym Indolamin-
2,3-Dioxygenase (IDO) diesen Schritt ausfihrt [BOTTING, 1995]. Der weitere Abbau fihrt zur
Entstehung der neurotoxischen Chinolinsdure, die mit zahlreichen neuropathologischen
Zustinden wie der ALZHEIMER’schen Krankheit und Chorea Huntington in Verbindung
gebracht wird [CARLOCK ef al, 1995; GUILLEMIN ez al, 2002], es entsteht aber auch die
neuroprotektiv wirkende Kynureninsdure, die Glutamatrezeptoren blockiert [PERKINS ef /.,
1982] und Gegenstand zahlreicher Untersuchungen zur Behandlung von Schlaganfall,
Epilepsie und neurodegenerativen Erkrankungen ist [SCHWARCZ e al., 2002; STONE et al.,
2002]. Produkte des Kynurininweges sind auch an der Entwicklung von Typ-2 Diabetes
mellitus (T2DM) und Gestationsdiabetes beteiligt [STONE e/ al, 2002]. Die erhdhten
Ostrogenspiegel wihrend der Schwangerschaft sowie die erhéhte Konzentration freier
Fettsduren im Blut bei T2DM stimulieren den Kynureninweg durch Aktivierung der TDO
bzw. IDO, wodurch sich unter anderem Quinalsiure, Kynureninsiure, und Xanthursiure

anreichern, welche die Biosynthese, Sekretion und Wirkung von Insulin verringern. Durch den
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weiteren Abbau der Chinolinsiure entstehen die essentiellen zelluliren Redoxmetaboliten

Nicotinsiureamidadenindinucleotid (NAD") und das phosphotylierte NADP".
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Abb. I.2: Stoffwechselwege, die die 5-HT-Synthese beeinflussen. Trp wird nicht nur zu
5-HT verstoffwechselt, sondern bildet auch den Ausgangspunkt der Synthese des Spurenamins
Tryptamin und des Kynureninweges, iber den die Redoxmetaboliten NAD* und NADP*
gebildet werden. In Epiphyse und Retina wird nachts aus 5-HT Melatonin gebildet und der
Kynureninweg gehemmt. Abkirzungen: AADC, Aromatische Aminosidure-Decarboxylase;
ALDH, Aldehyd-Dehydrogenase; IDO, Indolamin-2,3-Dioxygenase; MAO, Monoamin-Oxidase;
TDO, Tryptophan-2,3-Dioxygenase; TPH, Tryptophan-Hydroxylase.

Ein weiterer konkurrierender Stoffwechselweg von Trp findet in den so genannten trypta-

minergen D-Neuronen des Gehirns statt, die keine TPH exprimieren und Trp zu dem
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Spurenamin (frace amine) Tryptamin decarboxylieren, das tber die mit G-Proteinen
gekoppelten Rezeptoren TAAR 1 und 4 (trace amine-associated receptors) die Signalweiterleitung
der  klassischen = Monamin-Neurotransmitter ~ moduliert ~ [BOROWSKY ez al,  2001;
LINDEMANN e al., 2005].

In der Epiphyse und in geringerem Ausmal3 auch in der Retina wird 5-HT als Ausgangs-
substanz fiir die Melatoninsynthese genutzt (Absch. 1.3.1) [GERN ef @/, 1979]. Der geschwin-
digkeitsbestimmende erste Schritt wird vom Enzym Serotonin-N-Acetyltransferase katalysiert,
deren Aktivitit von der zirkadianen Rhythmik kontrolliert wird, wobei die héchste Aktivitit in
der Mitte der Dunkelphase erreicht wird. Im nichsten Schritt methyliert die Acetylserotonin-
O-Methyltransferase die Hydroxylgruppe an Position 5 des Indolringes, wodurch Melatonin
entsteht. Interessanterweise wirken sowohl 5-HT als auch Melatonin inhibitorisch auf den
ersten Schritt des Kynureninweges, wodurch dieser besonders nachts gehemmt wird, wenn

der Bedarf an den Redoxmetaboliten NAD" und NADP" gering ist.

2 Signalvermittlung durch 5-HT

2.1 5-HT-Membranrezeptoren

Die extrazelluliren Funktionen von 5-HT werden von spezifischen membranstindigen
5-HT-Rezeptoren vermittelt, die anhand ihrer funktionellen und strukturellen Eigenschaften
in sieben Klassen (5-HT, - 5-HT,) eingeteilt werden (Abb. 1.3). Sie wirken mit Ausnahme der
funf 5-HT;-Rezeptoren A - E, die ligandengesteuerte Kationenkanile mit vier Transmembran-
dominen sind, als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und haben eine heptahelicale Struktur.
Insgesamt sind zur Zeit 18 verschiedene Rezeptoren bekannt, posttranskriptionelle Modifika-
tionen wie RNA-Editierung (5-HT,.) wund alternatives Spleilen (5-HT,, 5-HT,),
posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung und Glycosylierung sowie Oligo-
merisierung und Heterodimerisierung (5-HT,;:5-HT,,) erhohen die Anzahl an 5-HT-Rezep-
toren bzw. Rezeptorkomplexen und damit die Diversitit des serotonergen Systems jedoch
zusitzlich [HOYER ez al., 1991; GOTHERT, 1992; SAUDOU et al., 1994; GUREVICH ef al., 2002;
HOYER ez al., 2002].

Die Klasse der 5-HT,-Rezeptoren besteht aus funf Mitgliedern, 5-HT,,, 5-HT,5, 5-HTp,
5-HT\; und 5-HT;, die mit inhibitorischen G-Proteinen der G;,,-Familie gekoppelt sind und
die Adenylatcyclase hemmen, wodurch die Konzentration des sekundiren Botenstoffs cAMP
herabgesetzt wird und letztlich die Aktivitit der Proteinkinase A verringert wird. 5-HT)-

Rezeptoren sind weit verbreitet, so findet sich beispielsweise der 5-HT,-Rezeptor in groflen
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Teilen des ZNS, im Gastrointestinaltrakt, der Milz und auf P-Zellen des Pankreas [UVNAS-

MOBERG ¢f al., 1996; HOYER e al., 2002].

Ca2+

g

Ca2+

l g Transkription

Abb. 1.3: 5-HT-Rezeptoren und ihre intrazelluliren Effektoren. Die 5-HTi- und
5-HTs-Rezeptoren sind mit inhibitorischen G-Proteinen der Gjjo-Familie gekoppelt und
inhibieren die Adenylatcyclase (AC), 5-HT4-, 5-HTs und 5-HT7-Rezeptoren bewirken iber
stimulatorische G-Proteine (Gy) eine Aktivierung der AC. Die AC bildet cAMP, welches die
Proteinkinase A (PKA) zur Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren (TTF) stimuliert und so
die Transkription von Zielgenen beeinflusst. Die Signale von 5-HT>-Rezeptoren werden durch
Ggq/11-Proteine weitergeleitet und fithren zur Freisetzung von Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und
Diacylglycerin (DAG) aus Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) durch die Phospho-
lipase CB (PLCP) und letzlich zur Ca2*-Mobilisierung und zur Aktivierung von TF durch die
Proteinkinase C (PKC). Uber noch nicht identifizierte G-Proteine konnen 5-HT>-Rezeptoren
auch die Bildung von Arachidonsiure durch die Phospholipase A2 (PLAs) hervorrufen.
Modifiziert nach [LAM ef al., 2007].

Es sind drei verschiedene 5-HT,-Rezeptoren bekannt, 5-HT,,, 5-HT,;und 5-HT,.. Sie sind
mit G-Proteinen der G,,;-Familie gekoppelt und aktivieren die Phospholipase Cf3, die
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) in die sekundiren Botenstoffe Inositol-1,4,5-
triphosphat (IP;) und Diacylglycerin (DAG) spaltet. IP; 16st dann die Freisetzung von Calcium
aus intrazelluliren Speichern aus, wihrend DAG die Calcium- und Phospholipid-abhingige
Proteinkinase C aktiviert [RAYMOND ef @/, 2001]. Dartiber hinaus kénnen 5-HT,-Rezeptoren
tber noch nicht niher bekannte G-Proteine auch die Phospholipase A, (PLA,) aktivieren, die
Phospholipide am Cg-Atom hydrolysiert und beispielsweise die Freisetzung von
Arachidonsdure aus Membranlipiden katalysiert [TOURNOIS ez al, 1998]. Wihrend der
5-HT,,-Rezeptor in weiten Teilen des Gehirns, der Muskeln, Nieren und Thrombocyten

vorkommt und ein breites Wirkungsspektrum besitzt [HOYER ezal, 2002], wird der
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5-HT,-Rezeptor ausschlieflich im Gehirn exprimiert und ist vor allem an der Regulation der
Futteraufnahme beteiligt [VICKERS e¢f a/., 2001].

Uber die 5-HTs-Rezeptoren 5-HTs, und 5-HT,, ist bislang nur wenig bekannt [NELSON,
2004]. Ihre Expression ist auf das Gehirn beschrinkt und sie scheinen wie 5-HT,-Rezeptoren
mit inhibitorischen G, -Proteinen gekoppelt zu sein.

5-HT,-, 5-HT,- und 5-HT,-Rezeptoren sind mit stimulierenden G-Proteinen der G-Familie
gekoppelt, die im Gegensatz zu 5-HT,- und 5-HT;-Rezeptoren die Adenylatcyclase aktivieren.
Damit erh6hen sie auch die cAMP-Konzentration, wodurch die Proteinkinase A stimuliert
wird [RAYMOND e7 al., 2001].

Die extrazelluliren Wirkungen von 5-HT sind sehr komplex, da auf einer einzigen Zelle
5-HT-Rezeptortypen mit entgegengesetzten Funktionen gleichzeitig vorhanden sein kénnen;
so konnen der hochaffine 5-HT,,-Rezeptor, der bereits geringe 5-HT-Konzentrationen
detektiert und die neuronale Reiztibertragung dimpft, und der 5-HT,,-Rezeptor, der erst auf
etwa 1000-fach hoéhere 5-HT-Konzentrationen anspricht und die Reiztbertragung stimuliert,
auf ein und derselben Nervenzelle exprimiert werden [AzZMITIA, 2001]. Die Komplexitit wird
durch die moglichen Expressionsmuster und angesteuerten Signalkaskaden —der
5-HT-Rezeptoren weiter gesteigert, wodurch das serotonerge System des Gehirns eines der
vielseitigsten Transmittersysteme ist. Es bildet den Angriffspunkt zahlreicher Pharmaka, die
beispielsweise zur Behandlung von Depressionen, Angstzustinden und Migrine, aber auch bei
arterieller Hypertonie und als Thrombocytenaggregationshemmer verwendet werden.
Aufgrund der genannten Komplexitit kann die Wirkung der Pharmaka jedoch nie auf einen

Rezeptorsubtyp beschrinkt betrachtet werden [HOYER ef a/., 2002].

2.2 Transport serotonerger Metaboliten

2.2.1  Der Transporter grofser neutraler Aminoséanren

Das Gehirn ist von sich dndernden Metabolit-Konzentrationen des Blutes durch die
Blut-Hirn-Schranke getrennt, die das ZNS umgibt und primir von den Endothelzellen der
Gefille gebildet wird. Da diese Endothelzellen durch dichte Verbindungen (#ght junctions) eng
miteinander verbunden sind, kénnen nur relativ kleine lipophile Substanzen die Blut-
Hirn-Schranke durch Transmembrandiffusion ungehindert passieren, polare Substanzen
missen aktiv durch die Endothelzellen transportiert werden [CRONE e a/, 1982]. Da es keinen
solchen Transport fir 5-HT gibt, wird es direkt im Gehirn aus der Aminosdure Trp gebildet.
Trp selbst wird zusammen mit den anderen groBen neutralen Aminosiuren (LNAA) Leucin,
Valin, Methionin, Histidin, Isoleucin, Tyrosin, Phenylalanin und Threonin vom Na'-

unabhingigen Transportersystem L1 durch die luminale und abluminale Membran der
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Endothelzellen transportiert [OXENDER ef a/., 1963; OLDENDORF ¢t al., 1976; SEGAWA et al.,
1999]. Dieses Transportsystem ist unter physiologischen Bedingungen gesittigt, folglich
konkurrieren die LNAA um ihren Transport, wobei ihre Transportrate proportional zu ihrem
Anteil an der Summe aller freien LNAA im Plasma ist [DANIEL ¢7 a/., 1976; PARDRIDGE, 1977;
VOOG ¢t al., 1992; BOADO et al., 2003]. Weil dariber hinaus die Tryptophankonzentration im

Gehirn fir die cerebrale 5-HT-Synthese limitierend ist, verhilt sich auch die

3

5-HT-Konzentration im Gehirn proportional zum Konzentrationsverhiltnis zwischen

Tryptophan und den anderen LNAA im Blutplasma [FERNSTROM ef al., 1972].

2.2.2  Der 5-HT-Wiederanfnahmetransporter

Als polares Molekiil kann 5-HT biologische Membranen nicht passieren, es wird daher durch
spezielle Membrantransporter aktiv transportiert. Der Serotonin-Wiederautnahmetransporter
(SERT) ist ecin integrales Protein der Plasmamembran und gehért zusammen mit dem
Dopamin- und dem Noradrenalin-Transporter zur Familie der Monoamintransporter. Diese
besitzen zwolf Transmembrandominen, wobei sich N- und C-Terminus auf der intra-
zelluliren Seite der Plasmamembran befinden und putative Phosphorylierungsstellen unter
anderem fiir die Proteinkinasen A und C (PKA, PKC) enthalten [RAVNA, 2006]. Durch Co-
Immunprizipitationen konnte gezeigt werden, dass der SERT oligomere Komplexe bildet
[KILIC e7 al., 2000]. Seine Aktivitit wird Gber Oligomerisierung und Phosphorylierung von N-
und C-Terminus reguliert, die beispielsweise von der Protein-Phosphatase 2A  (PP2A)
beeinflusst wird und die Rezeptorinternalisierung reguliert [TORRES ef al., 2003].

Der SERT wurde unter anderem in der prisynaptischen Membran serotonerger Neuronen, in
Thrombocyten, im Gastrointestinaltrakt, glatten GefiBmuskelzellen und der Nebenniere
gefunden  [TALVENHEIMO efal, 1980; WADE ezal, 1996; SCHROETER efal, 1997,
EDDAHIBI ¢7 al., 2002]. Studien mit SERT-defizienten Miusen legen auch eine Expression des
SERT im Pankreas nahe [KIM ez a/., 2005].

Im Gehirn ist der SERT unverzichtbar zur Aufrechterhaltung der prisynaptischen
Homdostase serotonerger Neuronen [BENGEL efal, 1998]. Er beendet nicht nur die
Signaltransmission, indem er den freigesetzten Transmitter aus dem synaptischen Spalt
entfernt, sondern er tragt auch zur Wiederbefillung intrazellulirer 5-HT-Speicher bei.

Der SERT nimmt 5-HT durch den Symport mit Na'- und Cl-lonen auf, wobei die
Na'/K'-ATPase der Plasmamembran die Energie fiir den Transport liefert [RUDNICK e al,
1993]. Die sequenzielle Bindung von 5-HT, Na' und Cl induziert dabei vermutlich eine
Konformationsinderung des Transporters und fihrt zu einer Interkonversion, bei der die

Substratbindungsstelle und damit auch das 5-HT und die Ionen auf die gegeniiberliegenden
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Membranseite iiberfithrt werden. Die Bindung und das Ausschleusen von K' aus der Zelle
fihrt den SERT in seinen Ausgangszustand zurtck.

Unter bestimmten pharmakologischen Bedingungen kann sich die Transportrichtung des
SERT umkehren, also 5-HT aus der Zelle hinaustransportiert werden [RUDNICK ef al., 1992].
Dies ist das Wirkprinzip zum Beispiel von Amphetaminen wie 3,4-Methylen-N-dioxymeth-
amphetamin (MDMA, Ecstasy); sie werden tber den SERT in die Zellen aufgenommen und
invertieren seine Transportrichtung, was einen massiven Efflux von 5-HT bewirkt und die
Neurotransmission dadurch verstirkt. Einen dhnlichen Anstieg der extrazelluliren 5-HT-
Konzentration verursachen auch Kokain und die als Antidepressiva hdufig eingesetzten
selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (SSRI) wie Fluoxetin (Prozac™) und Sertralin
(Zoloft®), im Gegensatz zu den Amphetaminen blockieren diese jedoch nur die Wieder-

aufnahme des 5-HT aus dem synaptischen Spalt [TORRES ez al., 2003].

2.2.3  Der vesikulire Monoamintransporter

5-HT und andere biogene Monoamine wie Histamin, Dopamin und Katecholaminen werden
in sekretorischen Vesikeln gespeichert, in die sie aus dem Cytoplasma durch den vesikuliren
Monoamintransporter (VMAT) aufgenommen werden [ERICKSON e7 al, 19906]. Dessen zwei
Isoformen VMAT1 und VMAT2 unterscheiden sich in ihrer Substratspezifitit, ihrem
Expressionsmuster und ihren pharmakologischen FEigenschaften. VMAT sind integrale
Membranproteine mit einer dem SERT dhnlichen Topologie, N- und C-Terminus befinden
sich auf der cytoplasmatischen Seite der Vesikelmembran und enthalten putative Phospho-
rylierungsstellen fur regulatorische Kinasen [KRANTZ ez al, 1997]. Interessanterweise konnte
in Thrombocyten und CHO-Zellen gezeigt werden, dass die Aktivitit der VMATs auch durch
den Beladungszustand der Vesikel selbst gesteuert wird; hohe Monoaminkonzentrationen
aktivieren die o—Untereinheiten der assoziierten heterotrimeren G-Proteine G, und G, die
ihrerseits die Aktivitit der VMATSs senken [HOLTJE ef a/., 2003; BRUNK ¢ al., 2000].

Im Gegensatz zu den Monoamintransportern der Plasmamembran, denen hauptsichlich der
Na'-Gradient der Plasmamembran als treibende Kraft fiir einen Symport von Na' und
biogenem Monoamin dient, nutzen die VMATS einen Protonengradienten fiir einen Antiport
von H" und Monoamin, der durch die vakuolire H'-ATPase generiert wird
[SCHULDINER ¢f al., 1978]. Die VMATs werden sowohl zentralnervés als auch peripher
exprimiert, sie sind unter anderem Bestandteil vesikulirer Membranen monoaminerger
Neuronen, neuroendokriner Zellen sowie von Thrombocyten und den B-Zellen des Pankreas
[CESURA ¢t al., 1990; WEIHE ef al., 1994; PETER ¢ al., 1995; ZUCKER et al., 2001; ANLAUF ¢t al.,
2003].
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2.3 Serotonylierung

2.3.1  Grundlagen der Serotonyliernng

Neben der Signalvermittlung tber Rezeptoren kann 5-HT auch tber eine posttranslationale
Monoaminylierung von Zielproteinen wirken [WALTHER efal, 2003c]. Der Begriff der
Monoaminylierung wurde von WALTHER e# a/ geprigt und bezeichnet die Transamidierung
von Glutaminresten (Q) eines Proteins mit biogenen Monoaminen. Im speziellen Fall der
Serotonylierung wird das Monoamin 5-HT inkorporiert und es entstehen w(y-Glutamyl)-
serotonylreste (Abb I.4). Die Serotonylierung wird von Transglutaminasen (TGasen,

Absch. 1.2.3.2) in Gegenwart von Ca®" und 5-HT katalysiert.
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Glutaminrest w(y-Glutamyl)-serotonylrest

Abb. 1.4: Reaktionschema der Serotonylierung von Proteinen. Transglutaminasen (TGasen)
katalysieren die Transamidierung proteinerger Glutaminreste unter Freisetzung von NHs. Die
synthetischen Monoamine Monodansylcadaverin (MDC) und Cysteamin (CTA) hemmen diese
Reaktion.

Die kovalente Bindung von 5-HT an Proteine modifiziert deren Eigenschaften, so erhéhen
beispielsweise die so genannten COAT-Thrombocyten durch Serotonylierung die Adhidsions-
tihigkeit pro-koagulierender Proteine wie Fibrinogen und unterstiitzen damit deren Bindung
an die Zelloberfliche [DALE ez al, 2002; SZASZ et al., 2003]. Die Superfamilie der kleinen
GTPasen ist ein weiteres Beispiel fur Proteine, die durch Serotonylierung modifiziert werden

(Absch. 1.2.3.3) [WALTHER et al., 2003c; GUILLUY e/ al., 2007; AHMED e/ al., 2008].

2.3.2  Transglutaminasen

Der Begriff Transglutaminase wurde 1957 von SARKAR efal geprigt, der damit die
Transamidierungsaktivitit von Leberzellen des Meerschweinchens beschrieb [SARKAR et a/,
1957]. Seit dieser Zeit wurden Proteine mit TGase-Aktivitit in zahlreichen Mikroorganismen,
Pflanzen, Wirbellosen und Vertebraten gefunden [BENINATI e/ a/, 2004]. Sie katalysieren die
Transamidierung von Glutaminresten eines Akzeptorproteins mit primiren Amindonoren,
wodurch einfache Monoamine wie 5-HT in das Akzeptorprotein inkorporiert werden, sowie

die Transamidierung mit e-Aminogruppen von Lysinresten eines Donorproteins, wodurch
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cine Isopeptidbindung entsteht, die Donor- und Akzeptorprotein quervernetzt. Unter
bestimmten Bedingungen katalysieren sie auch die hydrolytische Deamidierung von Glutamin-
zu Glutamatresten, diese Reaktion ist jedoch aufgrund der Reaktionstrigheit des Wassers nicht
favorisiert. Die Transamidierungen sind Ca®’-abhingig und laufen nach einem Ping-Pong-
Mechanismus ab, bei dem im ersten Schritt die Thiolgruppe des Cystein-Restes der
Papain-dhnlichen katalytischen Triade (Cys-His-Asx) der TGase unter Freisetzung von NH;
auf den Glutaminrest des Akzeptorproteins tbertragen wird und so ein reaktiver Thioester
entsteht [CURTIS ¢f al, 1974]. Im zweiten Schritt wird dann das nucleophile Donoramin auf
die aktivierte Acylgruppe des Glutaminrestes Ubertragen und das Enzym wieder freigesetzt
[GRIFFIN e7 al., 2002]. Die ausgebildete Isopeptidbindung ist mechanisch und proteolytisch
sehr stabil, auf diese Art quervernetzte Proteine finden sich daher unter anderem in Haut und
Haaren und treten bei Prozessen der Blutgerinnung und Wundheilung auf [LORAND ef /.,
1984]. Die Fihigkeit der TGasen zur Quervernetzung von Proteinen macht man sich auch bei
der industriellen Herstellung von Formfleisch oder Formfisch (Surimi) zunutze, bei der
zerkleinerte Fleisch- und Fischreste gepresst und mit TGase aus Strepromyces mobaraensis
restrukturiert werden [YOKOYAMA ef al., 2004].

In Mammalia wurden bislang neun TGase-Paraloge identifiziert, die TGasen1-7, der
Gerinnungsfaktor 13 (FXIII) und Bande 4.2, von denen jedoch nur acht enzymatisch aktiv
sind, der Bande4.2 aus Erythrocyten fehlt der Cysteinrest des aktiven Zentrums
[GRIFFIN ¢fal, 2002]. Die am besten charakterisierten Isoenzyme sind der fir die
Blutgerinnung wichtige FXIII, die TGase 1 aus Keratinocyten, die ubiquitir exprimierte
Gewebs-TGase (TGase 2), die epidermale T'Gase 3 und die fir die Fertilitit von Nagern
wichtige Prostata-TGase (T'Gase 4). Die verschiedenen TGasen haben stark ausgeprigte
Donor- und Akzeptorspezifititen, die sich auch gegenseitigc beeinflussen koénnen
[LORAND e¢# al., 1992; LORAND e al., 2003].

Mutationen der TGase-Gene werden mit verschiedenen Krankheiten in Verbindung gebracht;
so kénnen Mutationen in F73A47 Blutgerinnungsstérungen hervorrufen [MIKKOLA e7 al., 19906]
und Mutationen in TG7 schwere Hautkrankheiten verursachen [MATSUKI efal, 1998].
Mutationen von EPB42, welches das fir die Membranstabilitit der Erythrocyten wichtige
Strukturprotein  Bande 4.2 codiert, konnen schwere himolytische Andmien auslésen
[IDEGUCHI ¢7 al., 1990]. Mutationen von TG2 verursachen erstaunlicherweise trotz der
ubiquitiren Expression der TGase2 nur relativ milde Phinotypen wie eine gestorte
Wundheilung [NANDA ¢f al, 2001] und juvenilen Erwachsenendiabetes [BERNASSOLA ef al.,
2002]. Dies ist vermutlich auf eine funktionelle Redundanz zwischen der TGase 2 und den

noch unzureichend charakterisierten TGasen 5 - 7 zuriickzufiihren [GRENARD ¢7 al., 2001a;
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LORAND e¢fal, 2003]. Nichtsdestotrotz werden Fehlregulationen der TGase2 mit
Nephropathie [SKILL ez al, 2004], Leberfibrose [GRENARD e¢fal, 2001b], grauem Star
[LORAND ez al, 1981] und neurologischen Erkrankungen wie der Chorea Huntington in
Verbindung gebracht [KARPUJ ¢7 a/, 2002]. Eine zentrale Rolle wird der TGase 2 auch bei der
Entstehung der Zoliakie zugeschrieben [DIETERICH ezal, 1997], einer chronischen
Gluten-Unvertriglichkeit der Dunndarmschleimhaut, bei der TGase 2 die Glutaminreste von
Gliadinen deamidiert. Diese Glutenfragmente, bezichungsweise die relativ langlebigen Enzym-
Gliadin-Zwischenprodukte, wirken immunogen und l6sen die Bildung von Antikérpern gegen

Gliadin und T'Gase 2 und damit eine Autoimmunteaktion aus [STENBERG ef /., 2008].

2.3.3  Kleine GTPasen

Unter den verschiedenen Akzeptorproteinen, die durch Transglutaminierung modifiziert
werden, nimmt die Superfamilie der kleinen GTPasen aufgrund ihres zentralen Einflusses auf
verschiedene zellulire Signalwege ecine besondere Stellung ein [SCHMIDT et al, 1997,
AKTORIES et al., 2000; DOYE efal, 2002; WALTHER ef al, 2003c; GUILLUY et al, 2007;
AHMED et al., 2008]. Sie fungieren in der Signalvermittlung als molekulare Schalter, die
zwischen einer GDP-gebundenen inaktiven Form, in der sie mit Guaninnucleotid-
Dissoziationsinhibitoren (GDI) assoziiert sind, und einer GTP-gebundenen aktiven Form
wechseln koénnen, in der sie mit zahlreichen Effektorproteinen wie Protein- und Lipidkinasen,
Phospholipasen und Adapterproteinen interagieren (Abb. 1.5) [VAN AELST 7 al, 1997]. Der
aktivierende GDP/GTP-Austausch wird von Guaninnucleotid-Austauschfaktoren (GEF)
ausgelost. Die Hydrolyse des gebundenen GTP beendet den aktiven Zustand, wobei die
intrinsische Hydrolyse-Aktivitit der GTPasen durch GTPase-aktivierende Proteine (GAP)

verstarkt wird.

YYYY

Signal-
weiterleitung

Abb. I.5: Der GTPase-Zyklus und seine Regulation durch TGasen am Beispiel der
Rho-GTPasen. Der Ubergang des inaktiven Zustandes, in dem Rho mit Guaninnucleotid
Dissoziationsinhibitoren (GDI) assoziiert ist, in den aktiven Zustand wird durch Guanin-
nucleotid-Austauschfaktoren (GEF) kontrolliert. Die Signalweiterleitung iber Effektorproteine
wird durch GTPase-aktivierende Proteine (GAP) beendet, die die intrinsische GTP-Hydrolyse-
Aktivitit von Rho stimuliert. Transglutaminasen (TGasen) blockieren diese Aktivitit. Modifiziert
nach [AKTORIES ¢/ al., 2005].
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Bakterielle Transglutaminasen transamidieren den Glutaminrest (Q) der Konsensussequenz
DxxGQ im aktiven Zentrum kleiner GTPasen, der zur Stabilisierung des Ubergangszustandes
der GTP-Hydrolysereaktion essenziell ist (Abb. 1.6), wie durch Mutationsstudien und kristallo-
graphische Daten gezeigt werden konnte [GEREZ e7 al., 2000; PAN et al, 2006]. Die Modifi-
zierung dieses Glutaminrestes verhindert die GTP-Hydrolyse auch in Anwesenheit von
GAP-Proteinen und aktiviert kleine GTPasen daher konstitutiv. So transaminiert das dermo-
nekrotisierende Toxin von Bakterien der Gattung Bordetella GTPasen der Rho-Familie (RhoA,
Racl und Cdc42) an Q 61/63 mit verschiedenen ubiquititen Aminen wie Putrescin,
Spermidin und Spermin, was die Ausbildung von Stressfasern und die Stimulation der von
thnen kontrollierten Signalwege auslost [MASUDA e7 al., 2000]. Der cytotoxisch nekrotisierende
Faktor von E. cw/i modifiziert diese GTPasen an der gleichen Position durch Deamidierung,
was ebenfalls die Ausbildung von Stressfasern und die Aktivierung von Effektoren auslost
[SCHMIDT ez al., 1997; DOYE et al, 2002]. Interessanterweise erfolgt diese Aktivierung nur
transient, denn die konstitutiv aktivierten GTPasen werden durch Ubiquitinylierung verstirkt

proteasomal abgebaut [DOYE e a/., 20006].

Abb. I.6: Raumstruktur kleiner GTPasen. (A) Errechnete dreidimensionale Struktur von
RhoA, das an Q63 serotonyliert ist. (B) Raumliche Anordnung der GTPase Ras, des RasGAP
und des angreifenden Wassermolekiils wihrend der GTP-Hydrolyse. Der Ubergangszustand der
GTP-Hydrolyse wurde fir die kristallographische Analyse durch einen GDP:Aluminium-
fluorid-Komplex nachgeahmt. (B) aus [PAN ef @/, 2000].

Die Transglutaminierung kleiner GTPasen wird jedoch nicht nur von parasitiren Bakterien
zur Manipulation der zelluliren Prozesse ihres Wirtes genutzt, sondern sie kommt auch unter
physiologischen Bedingungen in Siugerzellen vor [WALTHER ef al., 2003¢c; GUILLUY ef al., 2007,
AHMED ef al., 2008]. Ein solcher Prozess konnte erstmalig in Thrombocyten beschrieben

werden, in denen die konstitutive Aktivierung der kleinen GTPasen RhoA und des zur Familie
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der Ras-Paralogen des Gehirns (Rab; Ras homwlogous from brain) zihlenden Rab4 durch
Serotonylierung die Sekretion von a-Granula verstirkt (Absch. 1.3.2.2) [WALTHER ef a/,
2003c]. Mittlerweile wurde auch in glatten Gefilmuskelzellen eine Serotonylierung von RhoA
beschrieben, die fiir den mitogenen Effekt von 5-HT auf diese Zellen verantwortlich gemacht
wird (Absch. 1.3.2.3) [GUILLUY ez al, 2007]. In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden,
dass die Serotonylierung von Rab4 die Internalisierung von SERT-Molekilen bewirkt, die

durch hohe extrazellulire 5-HT-Konzentrationen ausgeldst wird [AHMED e a/., 2008].

3 Wirkorte von 5-HT

31 5-HT im Gehirn

Obwohl sich tber 90 % des 5-HT im Koérper in der Peripherie befinden, bilden serotonerge
Neuronen das umfangreichste Neurotransmittersystem des ZNS und sind an der Regulation
zahlloser Hirnfunktionen beteiligt. Die Zellkorper dieser serotonergen Neuronen liegen in
neun anatomischen Gruppen (B1 - B9) der Raphe-Nuclei des Hirnstamms und projizieren in
nahezu alle Bereiche des Gehirns (Abb. 1.7). Die kaudal gelegenen Nuclei B1 - B4 von Pons
und Mednlla oblongata bilden die meisten absteigenden Bahnen, die in den Hirnstamm selbst,
ins Rickenmark und das Cerebellum projizieren. Aufsteigende serotonerge Fasern der rostral
im Hirnstamm gelegenen Raphe-Nuclei B5 - B9 projizieren in verschiedene Bereiche des
Vorderhirns, unter anderem in den Cortex, Hippocampus, Thalamus, Hypothalamus, die

Amygdala und den im Striatum liegenden Nucleus accumbens [LAM et al., 2007].

visueller Cortex

Hippocampus
Cerebellum

Hirnstamm 84\

RM

WegiTa obiorgata
B1

Pons

Abb. I.7: Schematische Darstellung serotonerger Neuronen des ZNS und deren
Projektionen. Gezeigt ist ein saggitaler Schnitt des Rattengehirns. Die Zellkérper der
serotonergen Neuronen sind in neun Raphe-Nuclei (B1 - B9) lokalisiert, die in nahezu alle
Bereiche des ZNS projizieren. Abkiirzungen: 3V, dritter Ventrikel; 4V, vierter Ventrikel; NSC,
Nuclens suprachiasmaticus.; RM, Ruckenmark. Modifiziert nach [LAM e7 al., 2007].
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Die Neuronen des dorsalen Raphe-Nucleus B7 projizieren unter anderem zum Nucleus
suprachiasmaticus, der der zentrale Schrittmacher der zirkadianen Rhythmik der Mammalia ist
[MORIN, 1999]. Er liegt im Hypothalamus zwischen dem dritten Ventrikel und der Kreuzung
des Sehnervs (Chiasma opticum) und wird tGber retinale Afferenten mit dem Hell-Dunkel-Zyklus
synchronisiert. Die Signale des Nucleus suprachiasmaticns werden Uber den Nucleus paraventricularis
im Hypothalamus und das Ruickenmark zum oberen Halsganglion des sympathischen
Nervensystems und von da aus zur Epiphyse weitergeleitet. Dort wird nachts die Bildung des
Hormons Melatonin angeregt, das aus 5-HT gebildet wird (Absch. 1.1.2.2) und den Tag-
Nacht-Rhythmus steuert [LARSEN, 1999]. Das dazu notwendige 5-HT wird durch TPH1 in
der Epiphyse selbst synthetisiert, welche die hochste 5-HT-Konzentration aller Gewebe
enthilt [SUGDEN, 2003]. Durch die Lage der Epiphyse aulerhalb der Blut-Hirn-Schranke kann
Melatonin von den neurosekretorischen Zellen direkt ins Blut abgegeben werden.

Serotonerge Projektionen in den Hypothalamus spielen auch eine zentrale Rolle bei der
Regulation von Futteraufnahme und Essverhalten. So fithrt die Verabreichung von
5-HT-Rezeptor-Agonisten in den Hypothalamus zu einer Verringerung der Futteraufnahme,
wihrend 5-HT-Rezeptor-Antagonisten diesen Effekt dosisabhingig hemmen [WEISS e a/,
1986; LEIBOWITZ ef al., 1988]. Dies legt nahe, dass 5-HT im Hypothalamus inhibitorisch auf
die Futteraufnahme wirkt. In Ubereinstimmung dazu stehen weitere Studien, bei denen eine
Senkung der 5-HT-Spiegel im Gehirn durch Inhibition der TPH mit p-Chlorphenylalanin oder
durch Ablation serotonerger Neuronen mit 5,7-Dihydroxytryptamin zu Hyperphagie und
Ubergewicht fithrte [BREISCH efal, 1976; SALLER etal, 1976; WALDBILLIG efal, 1981].
Dartiber hinaus haben Pharmaka, die die Neurotransmission von 5-HT verstirken, einen
starken anorektischen Effekt. Dazu zdhlen das frither haufig zur Gewichtsreduktion
cingesetzte Fenfluramin, das durch Umkehrung der Transportrichtung des SERT die
Freisetzung von 5-HT erhoht und dessen Wiederaufnahme hemmt, und der selektive
5-HT-Wiederaufnahmehemmer (SSRI) Fluoxetin (Prozac”), welcher den SERT hemmt
[LAM et al., 2007]. Die anorektische Wirkung von 5-HT wird dabei hauptsichlich durch
5-HT,-Rezeptoren des Gehirns vermittelt [NONOGAKI ¢/ al., 1998], wobei 5-HT,--Rezep-
toren im Hypothalamus eine Schliisselrolle einnehmen, die Melanocortin-Signalwege aktivie-
ren konnen [LAM e al., 2008].

Auch peripheres 5-HT scheint mit der zentralnervésen Appetitregulation gekoppelt zu sein;
intestinales 5-HT aktiviert Afferenten des Nerwus vagus tber 5-HT;-Rezeptoren und wirkt
ebenfalls anorektisch [MAZDA ez al, 2004; HAYES et al, 2006]. Es ist ein wichtiger Reiz-
vermittler zwischen dem Gastrointestinaltrakt und dem Gehirn, beispielsweise fiir Ubelkeit

und Sittigung [GERSHON ef al., 2007].
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3.2 5-HT in der Peripherie

3.21 Gastrointestinaltrakt

Den Magen-Darm-Trakt durchzieht ein komplexes Geflecht von Nervenzellen, die das
enterische Nervensystem bilden und Teil des autonomen Nervensystems sind. Mit iber
10° Zellen besitzt es mehr Neuronen als das Riickenmark und kontrolliert Darmmotilitit,
Ionentransport und gastrointestinalen Blutfluss. Als primire Sensoren dienen dabei die
enterochromaffinen Zellen des gastrointestinalen Epitheliums, die durch erhéhten luminalen
Druck, Verformung der Darmzotten und aufgenommene Nihrstoffe wie Zucker und
Fettsduren stimuliert werden [FUJIMIYA ¢7 al., 1997; FUJIMIYA e/ al., 1998; MAZDA et al., 2004].
Die Nervenzellen selbst besitzen keine intraluminalen oder intraepithelialen Nerven-
endigungen [GERSHON, 2004]. Die enterochromaffinen Zellen synthetisieren etwa 90 % des
5-HT im Korper und sekretieren davon groBe Mengen sowohl konstitutiv als auch
stimulationsabhingig [RACKE efal, 1991; WOUTERS ¢z al, 2007]. Aufgrund der stindigen
Erneuerung des intestinalen Epitheliums gibt es keine direkte Verbindung zwischen
Epithelium und Nervenzellen und der resultierende Abstand macht vermutlich die hohen
Transmitterkonzentrationen notwendig [GERSHON, 2004]. Die enterochromaffinen Zellen
sind auch die Quelle des im Blutkreislauf befindlichen 5-HT, das zu 99 % von Thrombocyten
gespeichert wird [KAREGE ef al., 1994; CHAMPIER ¢ al., 1997].

Das parakrin freigesetzte 5-HT 16st den peristaltischen Reflex und die Sekretion von Wasser
und Elektroloyten aus [TONINI efal, 2000]. Es aktiviert intrinsische primire afferente
Neuronen hauptsachlich Gber 5-HT;- und 5-HT,-Rezeptoren, die die Signale an aufsteigende
und absteigende Interneuronen im Plexus myentericus weitetleiten. Diese sind ihrerseits mit
stimulierenden und hemmenden Motorneuronen verbunden, die zu einer ringférmigen
Kontraktion der glatten Muskulatur an der proximalen Seite und einer Relaxation an der
diastalen Seite des Bolus fithren und den Darminhalt dadurch weiter transportieren. Ebenfalls
stimulierte Motorneuronen des Plexus submucosus sind fir den lonentransport und die
Erweiterung der Blutgefille verantwortlich [BROOKES, 2001]. Die Aufnahme des 5-HT durch
den SERT von Epithelzellen beendet diese Signalwege [WADE e7 al., 1996].

Eine Stérung der Terminierung der 5-HT-Signalkaskade durch verringerte SERT-Expression
wird als Ursache des Reizdarmsyndroms diskutiert [COATES ef al., 2004], einer der mit einer
Privalenz von etwa 10 % hiufigsten gastroenterologischen Erkrankungen, bei der die
Schmerzempfindlichkeit des Darms und die Stuhlkonsistenz ohne erkennbare organische
Ursache krankhaft verdndert ist [CAMILLERI, 2001]. Die erfolgreiche Anwendung von
5-HT;-Rezeptor-Antagonisten (Alosetron/Lotronex”) bei Reizdarmpatienten mit Diarrhoe

legt eine Uberstimulation dieses Rezeptorsubtyps als pathogene Ursache nahe [DE PONTI ¢ 4/,
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2001]. Im Gegensatz dazu werden bei Reizdarmpatienten mit Verstopfung 5-HT,-Rezeptor-
Agonisten eingesetzt (Tegaserod/Zelnorm®), die der vermutlich durch die Uberstimulation
verursachten Rezeptor-Desensibilisierung entgegenwirken und die Sekretion von Wasser und

Elektrolyten in das Darmlumen bewirken [NOVICK e7 al., 2002].

3.2.2  Thrombocyten

Die Speicherung von 5-HT in Thrombocyten ist seit 1954 bekannt [ZUCKER ef al., 1954] und
ihr wurde frith eine Funktion bei der primidren Himostase zugeschrieben; so verursacht die
verringerte 5-HT-Speicherung der Thrombocyten von bejge-Mausen eine stark erhohte
Blutungsneigung [HOLLAND, 1976]. Dartiber hinaus verringert die pharmokologische
Manipulation der 5-HT-Aufnahme durch SSRI-Antidepressiva die Aggregation von Throm-
bocyten und deren Sekretion der elektronendichten und a-Granula [SEREBRUANY e7 a/., 2001].
5-HT wird von aktivierten Thrombocyten freigesetzt und verstirkt die Sekretion des
VON-WILLEBRAND-Faktors aus vaskuliren Endothelzellen, der die Adhision der Throm-

bocyten an verletzte GefiBwinde vermittelt [PALMER e a/, 1994; SCHLUTER ef al., 1999)].

PLC

..~ Exocytose

oo

Abb. 1.8: Modell der von 5-HT induzierten Exocytose von a-Granula wihrend der
Thrombocytenaggregation. Die Stimulation des 5-HT2a-Rezeptors aktiviert die Phospho-
lipase C (PLC), die IP;3 freisetzt und dadurch Ca?" aus intrazelluliren Speichern mobilisiert.
Dieses aktiviert TGasen, die Rab- und Rho-GTPasen serotonyliert, welche die Sekretion der
a-Granula sowie Verinderungen des Cytoskeletts bewirken. Modifiziert nach [WALTHER e al.,
2003c].

Die Generierung und Analyse von TPH1-defizienten Miusen, deren Thrombocyten kein

5-HT enthalten, hat entscheidend zur Klirung der noch nicht vollstindig verstandenen
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Wirkungsweise von 5-HT bei der Himostase beigetragen und einen bis dahin unbekannten
rezeptorunabhingigen Signalweg von 5-HT aufgedeckt (Abb. 1.8) [WALTHER e @/, 2003b].
5-HT stimuliert den 5-HT,,-Rezeptor, der der einzige serotonerge Rezeptor von Thrombo-
cyten ist [KILLAM ¢z al, 1991] und tGber G-Proteine der G,-Familie die Aktivierung der PKC
und Freisetzung von Ca*" bewirkt (Absch. 1.2.1) [OFFERMANNS ¢/ a/, 1997]. Dadurch werden
Ca’"-abhingige Transglutaminasen aktiviert, die kleine GTPasen der Rho- und Rab-Familie
durch Serotonylierung konstitutiv aktivieren (Absch. 1.2.3) und somit zur Neustrukturierung

des Cytoskeletts beitragen und die Sekretion der a-Granula anregen [WALTHER ¢ a/., 2003c].

3.2.3  Glatte Gefafsmuskulatur

5-HT bt auch einen mitogenen Effekt auf die glatten Muskelzellen (SMC) der Arterien aus,
eine pathologische Anreicherung des 5-HT in diesen Zellen durch eine erhéhte Aktivitit des
SERT wird mit der idiopathischen pulmonalen Hypertonie in Verbindung gebracht
[EDDAHIBI ¢/ al., 2001]. Bei dieser Krankheit fihrt eine Hyperplasie der vaskuliren SMC zu
ciner Verdickung der Gefilwinde wund infolge dieser zu einem Anstieg des
Gefilwiderstandes und zu Hypertonie [WAGENVOORT ¢t al., 1970]. Als moégliche Ursachen
des mitogenen Effektes wurden die Entstehung von Superoxid-Anionen als Folge der
5-HT-Anreicherung [EDDAHIBI ¢/ a/., 2002] und eine verstirkte konstitutive Aktivierung der
kleinen GTPase RhoA durch Serotonylierung diskutiert [WALTHER e a/, 2003c]. Mittlerweile
konnte die zweite Theotie durch Studien an Ratten verifiziert werden, bei denen 5-HT in
arteriellen SMC durch TGasen kovalent an RhoA gebunden wird und die kleine GTPase
dadurch zunichst aktiviert; nach einigen Tagen wird serotonyliertes RhoA jedoch verstirkt
ubiquitinyliert und proteasomal abgebaut, wodurch sich die Gesamtaktivitit von RhoA in den
Zellen verringert [GUILLUY e7 al, 2007]. Dies steht im Einklang mit der durch CNF1 aus
E. coli ausgelosten  proteasomalen  Degradation von  konstitutiv  aktiviertem  RhoA
(Absch. 1.2.1.3)  [DOYE efal, 2002]. RhoA ist ein negativer Regulator der
Serin-Threonin-Kinase Akt (auch Proteinkinase B, PKB) [MING ef 4/, 2002], die eine zentrale
Position bei der Regulation der Proliferation von vaskuliren SMC einnimmt [LIU e a/., 20006].
Der durch die erhdhten 5-HT-Konzentrationen bei idiopathischer pulmonaler Hypertonie
ausgeloste proteasomale Abbau von RhoA stimuliert also indirekt Akt/PKB, die ihrerseits die
Proliferation der SMC auslost und damit die beobachtete Hyperplasie induziert [GUILLUY ef al.,

2007).
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4 Glucosehomoostase und 5-HT

4.1 Einfluss von 5-HT auf das Pankreas

Trotz des hiufigen Wechsels von Nahrungsaufnahme und -karenz bleibt die Glucosekonzen-
tration des Blutes weitgehend konstant, sie schwankt lediglich in einem engen Bereich von
4 bis 7 mM. Dies regulieren zwei Subpopulationen der LANGERHANS’schen Inselzellen des
Pankreas durch die Ausschiittung der Peptidhormone Glucagon, das von den a-Zellen
sekretiert wird, und Insulin, welches von (3-Zellen freigesetzt wird (Absch. 1.4.2).

Eine Beteiligung von 5-HT an diesen Prozessen wird seit lingerem diskutiert. So ist seit iiber
drei Jahrzehnten bekannt, dass (-Zellen neben Insulin auch 5-HT in ihren P-Granula
speichern [EKHOLM e7 al., 1971] und es nach Stimulation gemeinsam mit dem Peptidhormon
sekretieren [GYLFE, 1978; SMITH efal, 1999]. Zwar postulierten einige bemerkenswerte
Studien an Miusen eine intrazellulire Funktion von 5-HT bei der Insulinsekretion
[LUNDQUIST ¢# al, 1971; FURMAN, 1974], sie gerieten jedoch aufgrund fehlender mechanis-
tischer Erklirungen in Vergessenheit. 5-HT wird sogar oft bei Untersuchungen an Insuli-
nomazellen wie RINm5F oder isolierten Inselzellen als Hilfsgrofle zur Quantifizierung der
Insulinsekretion verwendet, da es sich im Vergleich zur schlechten zeitlichen Auflésung der
Insulindetektionstechniken schnell und zuverldssig elektrophysiologisch nachweisen ldsst
[GYLFE, 1978; RICHMOND et al., 1996; SMITH e/ al., 1999]. Trotzdem bleibt die physiologische
Funktion des pankreatischen 5-HT bei der Insulinsekretion bislang ungeklrt.

Die Glucosechomoostase wird auch zentralnervés durch 5-HT moduliert; die serotonergen
Neuronen der Raphe-Nuclei B1 und B7 beeinflussen die Insulinsekretion des Pankreas, wobei
der Nucleus raphe dorsalis (B7) tber Neuronen im parasympathischen Nerwus vagus und der
Nuclens raphe palladius (B1) tiber Neuronen des Rickenmarks mit dem Pankreas verbunden

sind [BUIJS ef al., 2001; KiBA, 2004].

4.2 Insulinsekretion

Die Sekretion von Insulin (von lat. insula) aus (-Zellen wird durch bestimmte Nihrstoffe,
Hormone und Pharmaka ausgeldst, der physiologisch relevanteste Stimulus zur Ausschittung
von Insulin ist jedoch eine erh6hte Blutglucosekonzentration [ASHCROFT ef al., 1994; PRENTKI

1996]. Glucose wird dutch den GLUT2-Transporter der Plasmamembran in die (-Zellen

b

aufgenommen und Uber die Glycolyse und den Citratzyklus katabolisiert (Abb. 1.9). Die
Zunahme der Blutglucosekonzentration nach der Nahrungsaufnahme erhoht somit den
Energiestatus der B-Zellen und steigert letztlich die ATP-Konzentration bei gleichzeitiger

Verringerung der ADP-Konzentration [DOYLE efal, 2003]. Dies 16st den Verschluss



1 EINLEITUNG 20

ATP-sensitiver K'-Kanile (K,p-Kanile) aus, die durch ATP inhibiert und durch ADP
(genauer: MgADP) aktiviert werden [AGUILAR-BRYAN ezal, 1995]. Anders als oft in der
Literatur angegeben ist dabei jedoch nicht das Verhiltnis von ATP zu ADP entscheidend,
sondern ihre absoluten Konzentrationen. Dies konnte durch Patch-Clamp-Studien an
Hamsterzellen und primiren Mauszellen eindeutig gezeigt werden, bei denen bei identischen
ATP/ADP-Verhiltnissen hohe Konzentrationen von ATP und ADP eine Inhibierung und
niedrige Konzentrationen eine Verstirkung der Aktivitit des K,p-Kanals auslosten
[HOPKINS ¢# al., 1992]. Der durch die Glucose verursachte Verschluss der K, ,-Kanile fithrt
zur Depolarisierung der Plasmamembran, die ihrerseits spannungsabhingige Ca®’-Kanile
(VDCC) 6ffnet. Durch den resultierenden Ca”*-Influx erhoht sich schnell dessen intrazellulire
Konzentration, was die Fusion der insulinenthaltenden B-Granula mit der Plasmamembran
und damit die Exocytose von Insulin auslést [DOYLE e7 a/, 2003]. Dabei witrd in einer ersten
Phase der Insulinsekretion innerhalb von ein bis zwei Minuten eine schnell freisetzbare
Subpopulation der 3-Granula (ready releasable pool, RRP) ausgeschiittet, die bereits direkt an der
Plasmamembran lokalisiert ist. Nach der ersten Phase wird der RRP zunichst aus einer
Reservepopulation (reserve pool, RP) wieder aufgefillt, bevor nach etwa zehn Minuten die

zweite Phase der Insulinsekretion beginnt [AIZAWA ef al., 2005].
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Abb. 1.9: Schematische Darstellung der Exocytose von B-Granula aus glucosestimu-
lierten B-Zellen. Glucose wird durch den Glucosetransporter 2 (GLUT2) in die B-Zelle
aufgenommen und tber Glycolyse und Citratcyclus katabolisiert. Dadurch steigt die ATP-
Konzentration, wobei gleichzeitig die ADP-Konzentration sinkt. Dies 16st den Verschluss ATP-
sensitiver K*-Kanile (Karp-Kanal) aus, die resultierende Depolarisierung 6ffnet spannungs-
abhingige Ca?"-Kanile (VDCC). Durch die VDCC strémt Ca?* in die Zelle und stimuliert die
Exocytose bereits an die Membran angelagerter B-Granula und die Translokation weiterer
Granula an die Plasmamembran. An diesem Transportprozess sind Motorproteine wie Kinesin,
aber auch regulatorische GTPasen der Rab-Familie beteiligt.
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Neben ATP und Ca®* ist auch cAMP ein positiver Regulator der Insulinsekretion
[ZAWALICH et al., 1990]. Es assoziiert in MING-Insulinomazellen und primiren murinen
B-Zellen mit dem cAMP-aktivierten Austauschprotein 2 (EPAC2), einem Guaninnucleotid-
Austauschfaktor (GEF) kleiner G-Proteine [OZAKI ¢7 al., 2000]. Der cAMP:EPAC2-Komplex
bindet an die regulatorische Untereinheit des K, p-Kanals, den Sulfonylharnstoffrezeptor 1
(SUR1) [AGUILAR-BRYAN ezal, 1995], inhibiert diesen wund foérdert dadurch die
Insulinsekretion [SHIBASAKI e7 al., 2004].

An der durch die genannten Botenstoffe regulierten Exocytose von insulinenthaltenden
B-Granula sind GTPasen mal3geblich beteiligt, insbesondere die kleinen G-Proteine Rab3a
und Rab27a [REGAZZI ¢t al., 1996; KASAI et al., 2005]. So zeigen ashen-Miuse, die durch eine
Mutation in der Splei3-Donorstelle von Exon 4 kein Rab27a besitzen [WILSON ez a/, 2000],
neben gestortem Melanosomentransport [WU e al, 2001], sekretionsdefizienten CD8"-
T-Zellen [HADDAD ¢z al., 2001] und verringerter Thrombocytenfunktion [WILSON ef /., 2000]
auch eine Glucoseintoleranz, die auf einer verminderten glucoseinduzierten Insulinsekretion
basiert [IKASAT ef al., 2005]. Dabei scheint Rab27a am Transport der B-Granula aus dem RP an
die Plasmamembran beteiligt zu sein, da in Rab27a-defizienten Miusen der RRP nicht aus
dem RP erneuert wird, was die beobachtete Insulinsekretionsstorung erkliren koénnte
[KASATI e al., 2005]. Fur eine wichtige Funktion von Rab27a bei der Insulinsekretion spricht
auch die kurzlich entdeckte regulatorische mikro RNA (miRNA) miR124a, die die
Expressionslevel von Rab27a verringert und deren Uberexpression in  MING6BI1
Insulinomazellen die stimulierte Insulinsekretion hemmt [LOVIS ¢# a/., 2008].

Daneben scheint auch die kleine GTPase Rab3a fir den Transport der f-Granula bedeutend
zu sein, die in murinen LANGERHANS’schen Inseln ausschlieflich in f-Zellen vorkommt und
auf der cytosolischen Seite der B-Granula lokalisiert ist [REGAZZI ez al., 1996]. Dafiir spricht
der Phinotyp von Rab3a-defizienten Miusen, die hyperglykimisch, hypoinsulinimisch und
glucoseintolerant sind, obwohl weder die B-Zell-Masse oder deren Insulingehalt noch der
glucosestimulierte Ca®'-Influx verdndert ist. Nichtsdestotrotz ist die stimulierte Freisetzung

des Insulins 7z vivo um etwa 70 % verringert [YAEKURA e al., 2003].

4.3 Wirkung von Insulin

Insulin senkt den Blutzuckerspiegel, indem es die Glucoseaufnahme in Fettgewebe und
Muskeln stimuliert und die Glucoseproduktion der Leber hemmt. Dartiber hinaus stimuliert es
Zellwachstum und -differenzierung und fordert die Lipogenese, die Glycogensynthese und
Proteinsynthese in Adipocyten, Hepatocyten beziehungsweise Myocyten bei gleichzeitiger

Hemmung des Katabolismus dieser Stoffe [SALTIEL e¢7 a/, 2001]. Die Glucoseaufnahme in
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Myocyten und Adipocyten erh6ht Insulin durch Stimulierung der Translokation des
Glucosetransporters 4 (GLUT4) aus perinucledren Depots an die Zelloberfliche, wobei etwa
75 % der Insulin-abhingigen Glucoseaufnahme in die Skelettmuskeln erfolgen, wihrend das
Fettgewebe nur einen geringen Anteil autnimmt [KLIP ¢z a/, 1990].

Die Translokation erfordert die Freisetzung von GLUT4-enthaltenden Vesikeln aus
perinucledren Depots, deren Transport zur Plasmamembran, die Anlagerung an diese und
schlieBlich die Fusion mit der Membran [BRYANT efal, 2002]. Die zugrunde liegenden
Mechanismen sind komplex und bislang noch nicht vollstindig verstanden. Es ist jedoch
bekannt, dass verschiedene kleine GTPasen der Rab-Familie auf Transportvesikeln
vorkommen, im Fall der GLUT4-Vesikel konnte dies fur Rab4 und Rab5 gezeigt werden
[MILLAR ¢ al, 1999]. Durch die Verwendung einer dominant negativen Mutante und
opsonisierender Antikérper wurde die Beteiligung von Rab4a an der GLUT4-Translokation
sogar eindeutig nachgewiesen [VOLLENWEIDER e/ a/., 1997]. Dartiber hinaus stimuliert Insulin
in Adipocyten die Aktivierung von Rab4, welches mit dem Motorprotein Kinesin assoziiert
und den Transport der GLUT4-Vesikel entlang der Mikrotubuli vermittelt [IMAMURA ef al.,
2003]. Der Mechanismus der stimulierenden Wirkung von Insulin auf Rab-GTPasen ist
bislang noch nicht identifiziert, er wird jedoch moglicherweise uber die Serin/Threonin
Kinase Akt/PKB und das 160 kDa umfassende Akt-Substratprotein (AS160) vermittelt.
Akt/PKB ist ein zentrales Enzym, das durch Insulin aktiviert wird. Es inaktiviert unter
anderem durch Phosphorylierung AS160, ein ebenfalls auf GLUT4-Vesikeln lokalisiertes
GTPase-aktivierendes Protein (GAP) fur Rab GTPasen [SANO ef al., 2003]. GAPs inaktivieren
G-Proteine durch Stimulation ihrer GTP-Hydrolyseaktivitit (Absch. 1.2.3.2), folglich kénnte
die Inaktivierung von AS160 zur Erhohung der aktiven GTP-gebundenen Form von Rab-
Proteinen auf den Vesikeln und damit zur GLUT4-Translokation beitragen [EGUEZ ef al.,
2005].

4.4 Diabetes mellitus

4.41  Formen von Diabetes

Stérungen der Insulinsekretion und -wirkung sind der Ausléser der hiufigsten Stoffwechsel-
erkrankung in modernen Industriegesellschaften, des Diabetes mellitus (,,honigsifier
Durchfluss®), der besonders im asiatischen Raum eine alarmierende Privalenz erreicht. So
sind beispielsweise 9,8 % der in Hong Kong lebenden Erwachsenen von der Krankheit
betroffen und im Jahr 2000 waren es weltweit 171 Millionen Menschen [JANUS e a/, 2000].
Als Langzeitfolgen von Diabetes mellitus treten Fehlfunktionen verschiedener Organe auf, die

bis zu deren Versagen fortschreiten kénnen. So kann sich beispielsweise eine Retinopathie
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entwickeln und zur Erblindung fihren, eine Nephropathie entstechen und Nierenversagen
verursachen und eine Neuropathie Fulgeschwiire hervorrufen und Amputationen notwendig
machen [WHO, 1999]. Man unterscheidet anhand der Pathogenese der Krankheit zwei
Haupttypen des Diabetes mellitus, den Typ-1 Diabetes mellitus (T1DM) (Absch. 1.4.4.2) und
T2DM (Absch. 1.4.4.3). Daneben sind noch zahlreiche andere Diabetesformen bekannt, unter
denen der juvenile Erwachsenendiabetes (Absch. 1.4.4.4) und der in den meisten Fillen nur
temporir auftretende Schwangerschaftsdiabetes die prominentesten sind. Die einzelnen Typen
sind zum Teil sehr heterogen, allen gemein ist jedoch eine pathologisch erhdhte

Blutglucosekonzentration (Tab. I.1) [ADA, 2003].

Tabelle I.1: Diagnostische Kriterien fiir Diabetes
mellitus [WHO, 2006].

Klassifizierung Plasmaglucose

Diabetes mellitus

Nichternglucose > 7,0 mM

2 h postprandial 2 11,1 mM
IGT

Nichternglucose <7mM

2 h postprandial 7,8 bis 11 mM
IFG

Nichternglucose 6,1 bis 6,9 mM

IGT: verringerte Glucosetoleranz; IFG: erhéhte
Niichternglucose.

4.4.2  Typ-1 Diabetes mellitus

TIDM wird durch eine Insulinsekretionsdefizienz verursacht, die als Folge einer
Autoimmunreaktion auftritt, bei der die 3-Zellen des Pankreas von autoaggressiven CD4" und
CD8" T-Zellen zerstort werden [ATKINSON ef a/., 1994]. Das Fehlen des Insulins verhindert
cine angemessene Aufnahme der Blutglucose in Muskel- und Fettzellen, die auf andere
Energiequellen zuriickgreifen miissen. Charakteristisch fiir diesen Typ ist ein frither
Krankheitsbeginn mit einer ausgepriagten Gewichtsabnahme innerhalb kiirzester Zeit,
verbunden mit Polyurie, Polydipsie, Erbrechen und gelegentlich auch Wadenkrimpfen und
Bauchschmerzen. Zur Behandlung wird das fehlende Hormon kunstlich durch

Insulinpraparate zugefithrt [WHO, 2006].
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4.4.3  Typ-2 Diabetes mellitus

Im Gegensatz zu T1DM entwickeln bei T2DM die Zielzellen des Insulins, Myocyten und
Adipocyten, eine Resistenz gegentiber der Wirkung des Hormons [BELL e 4/, 2001]. In der
Folge sckretieren die P-Zellen erhohte Mengen an Insulin, um die verringerte Insulin-
sensitivitit zu kompensieren, dies tiberbeansprucht sie langfristig jedoch und kann letztlich
ebenfalls zu einem Absterben der P-Zellen fithren. Die Krankheit bleibt aufgrund ihres
langsamen Verlaufs und einer fehlenden Vollbildsymptomatik hdufig lange unerkannt. Die
meisten Typ-2-Diabetiker fihren einen ungesunden Lebenswandel und sind tbergewichtig;
die Therapie besteht hauptsichlich aus Gewichtsabnahme und verstirkter korperlicher
Bewegung, seltener werden orale Antidiabetika eingesetzt, bei fortgeschrittener Krankheit

auch Insulin [DOYLE e7 a/., 2003].

4.4.4  Juveniler Erwachsenendiabetes

Sowohl bei T1DM als auch bei T2DM spielen genetische Faktoren eine wichtige Rolle, jedoch
ist die Vererbung durch ihre Polygenie komplex und die Krankheit wird von einer Reihe von
Umweltfaktoren beeinflusst. Es gibt jedoch auch monogen vererbte Formen von Diabetes,
von denen die bedeutendste der juvenile Erwachsenendiabetes (MODY: maturity-onset diabetes of
the young) ist, der bei etwa 2 - 5 % aller Diabetesfille vorliegt [VELHO ef al., 1998]. MODY ist
durch eine autosomal-dominante, monogene Vererbung, einen Krankheitsbeginn vor dem
25. Lebensjahr und einen primiren Defekt der B-Zellen bei der Insulinsekretion charakterisiert
[FAJANS e7 al., 2001]. Bislang wurden Mutationen in sechs Genen identifiziert, die zu MODY
fihren kénnen (Abb. I1.10): Sie codieren das erste Enzym der Glycolyse, die Glucokinase
(MODY?2), und die funf Transkriptionsfaktoren HNF-4a. (bepatocyte nuclear factor 40, MODY1),
HNF-1ao MODY?3), Insulinpromotor-Faktor-1 (IPF-1, MODY4), HNF-1 (MODY5) und
den neurogenen Differenzierungsfaktor 1 (NeuroD1, MODY06) [ADA, 2003]. Sie werden alle
in B-Zellen exprimiert und selbst heterozygote Mutationen verursachen Fehlfunktionen in
diesen Zellen [BELL ez al., 2001].

Dartber hinaus gibt es vermutlich weitere MODY-Gene, da es einige MODY-Familien gibt,
bei denen keine Mutation in den genannten Genen vorhanden ist MODY-X) [CHEVRE e/ al.,
1998; FRAYLING ¢ al., 2003]. Dabei schwankt der prozentuale Anteil der MODY-X Fille je
nach ethnischem Hintergrund und den Klassifizierungskriterien (Alter bei Krankheitsbeginn,
Glucosespiegel, Familiengeschichte) zwischen 15 und 45% [FRAYLING efal, 2003;
GIUFFRIDA ¢t al., 2005]. Obwohl oft ecine milde asymptomatische Hyperglykimie,
Normalgewichtigkeit und ein moderater Diabetes als charakteristisch fir MODY beschrieben

werden [FAJANS ez al., 2001], gibt es auch Subtypen, bei denen es im Verlauf der Krankheit zu
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schweren Symptomen kommen kann (MODY1, MODY3 und MODY5) [GIUFFRIDA ¢ al.,
2005]. Besonders unter Patienten mit MODY-X, bei denen der verursachende Gendefekt
noch unbekannt ist, tritt auch hiufig Ubergewichtigkeit auf [XU e# a/, 2005]. Je nach Subtyp
und Krankheitsfortschritt erfolgt die Behandlung hauptsichlich durch Didt und kérpetliche
Bewegung (MODY?2), orale Antidiabetka (MODY1, MODY3-4) und/oder Insulin
(MODY1 und MODY?3 - 6) [FAJANS e al., 2001].

K* Ca2+

OTO_’Q) - O OVDCC

KATPKanaI % o
o
% 00

ATP% e%e T Rab ™
[Ca®]t ~GDP_
500

Glc-6-P HNF-4c.
HNF-1a

6lc ==, Gic Glucokinase HI,I\DHEL) GTP
«» f

GLUT?2 NeuroD1 GDP

Effektoren

Rab

00

00
)

)

09 75 29

%

2" ~*cInsulin-
°, o sekretion

Abb. 1.10: Modell einer B-Zelle des Pankreas und die an MODY beteiligten Proteine. Die
MODY-assoziierten Proteine sind in rot dargestellt. Mutationen im Glucokinasegen (assoziiert
mit MODY2) kénnen die Aktivitdt des Enzyms verringern, was die Glucosesensitivitit und damit
auch die Glucose-stimulierte Insulinsekretion herabsetzt. Die MODY-assoziierten Transkrip-
tionsfaktoren HNF-4a. (MODY1), HNF-1lao (MODY3), IPF-1 (MODY4), HNF-1f (MODYY5)
und NeuroD1 (MODYO0) regulieren im Kern die Transkription des Insulingens und weiterer fiir
den Transport in P-Zellen und deren Metabolismus wichtiger Gene. Modifiziert nach
[FAJANS et al., 2001].

5 Konditionale Zellablation durch CB1954/NTR

Sowohl in der humanen Anti-Krebs-Therapie als auch fir verschiedene biologische
Fragestellungen kann eine konditionale Ablation bestimmter Zellpopulationen von grof3em
Nutzen sein. Eine Moglichkeit fiir solch eine spezifische und induzierbare Tétung von Zellen
bieten sogenannte Protoxin/Enzym (prodrug-enzyme) -Systeme, bei denen nur Zellen von einem
ansonsten harmlosen Protoxin getétet werden, die ein Enzym enthalten, welches das Protoxin
aktiviert [MOOLTEN, 1986; GROVE ¢f al., 2003]. Der Zeitpunkt der Zellablation ldsst sich dabei

Uber die Protoxinverabreichung exakt steuern. Das Ganciclovir/Thymidinkinase-System
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basiert auf diesem Prinzip, der entstehende toxische Ganciclovir-Metabolit wirkt durch
Inhibition von DNA-Polymerasen, die Anwendung dieses Systems ist daher auf
proliferierende Zellen beschrinkt [SPRINGER ezal, 2000]. Im Gegensatz dazu ist das
CB1954/NTR-System unabhingic vom Zellzyklus und kann fir jede Zellpopulation
angewendet werden, die DNA enthilt [BRIDGEWATER e¢f al., 1995]. Es basiert auf der Verwen-
dung des schwachen monofunktionalen Alkylierungsreagenz 5-(Azaridin-1-yl)-2,4-dinitro-
benzamid (CB1954) in Kombination mit der Nitroreduktase (NTR) aus E. /. Die
cytotoxische Wirkung von CB1954 wurde bei Walker-256 Karzinomzellen aus Rattus norvegicus
entdeckt, bei denen es vom Enzym DT-Diaphorase in Anwesenheit von NADH oder
NADPH an der Nitrogruppe in Position 4 zu einem 4-Hydroxylaminderivat reduziert wird,
welches in einer spontanen Reaktion mit zelluliren Thioestern zu einem starken

bifunktionellen DNA-Quervernetzungsreagenz reduziert wird (Abb. 1.11) [KNOX ez a/., 1988].

5-(Azaridin-1-yl)-2,4-dinitrobenzamid

(CB1954)
N7/
N
NO,
H,NOC
NO,
NTR NAD(P)H <7
NAD(P)* N
NHOH

H,NOC H,NOC

NHOH NO,

5-(Azaridin-1-yl)-2-hydroxylamino- 5-(Azaridin-1-yl)-4-hydroxylamino-

4-nitrobenzamid 2-nitrobenzamid

k Thioester, z.B. Acetyl-CoA %

\V4 N7
N N
NO, NHOCOCHg
H,NOC H,NOC
NHOCOCHg NO,
5-(Azaridin-1-yl)-2-N-acetoxy- 5-(Azaridin-1-yl)-4-N-acetoxy-
4-nitrobenzamid 2-nitrobenzamid
DNA-Schédigung
Apoptose

Abb. I.11: Die Bioaktivierung von CB1954. Der erste Schritt besteht in der Reduktion von
CB1954 zu 5-(Azaridin-1-yl)-4-hydroxylamino-2-nitrobenzamid durch die bakterielle NTR. Durch
weitere Reduktion mit zelluliren Thioestern entsteht das bifunktionale 5-(Azaridin-1-yl)-4-N-
acctoxy-2-nitrobenzamid, das DNA quervernetzt und dadurch Apoptose auslésen kann. Als
weiteres Produkt kann 5-(Azaridin-1-yl)-2-N-acetoxy-4-nitrobenzamid entstehen, welches nicht
mit DNA reagiert. Modifiziert nach [KNOX ef a/., 1988; GROHMANN ef 4/, in Revision].
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Die entstehenden DNA-Schiden werden von der Zelle nicht in ausreichendem Mal3e repariert
und 16sen tber die Aktivierung eines von p53 unabhingigen Signalwegs den Zelltod durch
Apoptose aus [CUI ¢7 al,, 1999]. Da die bakterielle NTR eine etwa 60-fach héhere Aktivitit fir
die Reduktion von CB1954 als die Walker DT-Diaphorase besitzt und die orthologen
Diaphorasen von Maus und Mensch eine noch geringere Aktivitit aufweisen, lassen sich bei
geeigneter Dosierung von CB1954 humane und murine Zellen durch exogene NTR-
Expression spezifisch ablatieren [KNOX ez al., 1993].

Fur die Spezifitit der Zellablation durch CB1954/N'TR ist eine selektive Expression der NTR
in den Zielzellen maligeblich. Fur biologische Fragestellungen ldsst sich die gewtnschte
Zellpopulation tber einen gewebsspezifischen Promotor auswihlen, unter dessen Kontrolle
die NTR exprimiert wird. Die Spezifitit und Funktionsweise des CB954/NTR-Systems wurde
in verschiedenen Studien mit transgenen Mdusen bestitigt, in denen beispielsweise spezifisch
die Lumenzellen der Milchdriisen [CLARK efal, 1997], T-Zellen in Thymus und Milz
[DRABEK et al., 1997] und olfaktorische Neuronen im Gehirn [ISLES ez al., 2001; MA et al., 2002]
getotet wurden.

Fir eine erfolgreiche Ablation missen jedoch relativ hohe Dosen des Protoxins eingesetzt
werden, die unerwinschte Nebenwirkungen wie Schidigungen der Leber und der Darmflora
hervorrufen koénnen [TANG ez al, 2007]. Um die bendtigten Dosen zu senken, wurde in
verschiedenen Studien die Aktivitit der NTR durch Mutagenese des katalytischen Zentrums
gesteigert; die Mutanten erhéhten die Sensitivitit von Zielzellen fir CB1954 7n vitro 5- bis
80-fach [GROVE ¢# al., 2003; GUISE et al., 2007], ihre Wirkung wurde bislang aber noch nicht in

Tiermodellen bestatigt.
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6 Zielsetzung

Zum genaueren Verstindnis der physiologischen Bedeutung des peripheren serotonergen
Systems sollte ein Tiermodell eingehend untersucht werden, welches eine Defizienz des Gens
der Tryptophan-Hydroxylase 1 (Tph7-/-) aufweist, die den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt der Serotonin-Biosynthese in extraneuralen Geweben katalysiert. Dieses Tiermodell
erlaubt die Untersuchung der Funktion von Serotonin (5-HT) anhand der zahlreichen
Phinotypen, die durch 5-HT-Mangel in peripheren Geweben bedingt sind.

So deuteten Voruntersuchungen auf eine vererbliches Ubergewicht und einen Diabetes
mellitus der Tph7-/- Miuse hin. Diese Befunde sollten zunichst durch weitere Unter-
suchungen verifiziert werden, um dann gegebenenfalls deren Atiologie niher zu untersuchen.
Es stellte sich zum Beispiel die Frage, ab welchem Zeitpunkt der beschriebene Phinotyp
auftaucht und was die physiologischen Zusammenhinge fir diese durch 5-HT-Mangel
hervorgerufenen Phinomene sind. So kénnte beispielsweise der beobachtete Diabetes mellitus
durch eine Defizienz in der Ausschiittung oder in der Wirkung von Insulin ausgel6st werden.
Daher sollte die Glucosehomdéostase durch Glucose- sowie Insulintoleranztests eingehend
untersucht werden. Auch die Ursache des Ubergewichts der Miuse sollte identifiziert werden,
so konnte diese in verminderter Bewegung, einem groleren Korper oder gestortem Essver-
halten bestehen. Nach Klirung dieser Fragen sollte dann der Kontext auf molekularer Ebene
identifiziert werden.

Dartber hinaus sollte im Rahmen dieser Promotion ein konditionales Mausmodell fiir Typ-1
Diabetes mellitus (T1DM) generiert werden, da auBler der mit zahlreichen Nebenwirkungen
verbundenen B-Zell-Ablation durch Streptozotocin zur Zeit noch keine zuvetlissige Methode
zur Induktion eines T1DM existiert. Dies sollte unter Verwendung des CB1954/Nitro-
reduktase-Systems erfolgen, bei dem die spezifische Expression der Nitroreduktase (NTR) aus
E. cli in den Zielzellen deren selektive Ablation durch Verabreichung des Protoxins CB1954
erlaubt. Fir die NTR-Expressionskonstrukte sollten die murinen Promotoren des Insulins
und des Transkriptionsfaktors NkX2.2 verwendet werden, die ecine P-Zell-spezifische
Expression gewahrleisten. Die Konstrukte sollten nach ihrer Testung in Zellkulturen zur

Erzeugung transgener Tiere verwendet werden.
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II MATERIAL UND METHODEN

1 Materialien

11 Chemikalien

Wenn nicht anders angegeben, wurden Chemikalien und biologisch reaktive Reagenzien von

Roth, Sigma-Aldrich, Merck, Invitrogen oder Amersham Biosciences in pA-Qualitit verwen-

det.

1.2 Antikoérper

Kaninchen-anti-5-HT (§5545; Charge 106K4764).......cccccccvvvinrunnnnee. Sigma-Aldrich

Diese Charge detektiert serotonylierte Proteine.

Kaninchen-anti-Rab3a (5¢-308) .....c.covueuerrnceivnicereneccneeeecneenne Santa Cruz Biotechnology
Ziege-anti-Rab27a (5¢-22988) ......c.ccvuiuriciiiriciniiciiscciccsieeees Santa Cruz Biotechnology

Kaninchen-anti-VMAT2 (sc-15314)

Ziege-anti-AKtN (SC-1616) covvvevvrrrersereesceesssoessoensssessoesseessressoe Santa Cruz Biotechnology
Ziege-anti-TGase2 (06-471) .oovevoovreesoeeseesseessseesssessoessreesssessoe Upstate
Maus-anti-Penta-His (34660) ....c..oov.vrororsoesseesseessoerssessoessrere Qiagen

Maus-anti-TPH (TO678) ...oovooeeoeeseessoerssseessseessoessseessoerssoesssrene Sigma-Aldrich
Kaninchen-anti-S100 (Z0311) co.oooeeoeoerseessoeesoeessoessoesseessrero Dako

Maus-anti-Tnsulin (12018) ..o..ooeooeoeeseerseeessoeesoeesoessoerssoeesoese Sigma-Aldrich
Maus-anti-GFP (11 814 460 001).coo..oooorseeesseesoerssoersoeesoessoere Roche
Maus-anti-Kaninchen-TgG, HRPO konjugiert (A2074) ...c....o....... Sigma-Aldrich
Ziege-anti-Kaninchen-IgG, HRPO konjugiert (A9169)................. Sigma-Aldrich
Esel-anti-Ziege-TeG, HRPO konjugiert (s¢-2020) w...ooveoorvorrrereee Santa Cruz Biotechnology
Ziege-anti-Maus-IgG, HRPO konjugiert (AO168) ...oovvoreeersereene Sigma-Aldrich
Ziege-anti-Maus-IgG, Alexa Fluor 488 konjugiert (A11029) ......... Invitrogen

Ziege-anti-Kaninchen-IgG, Alexa Fluor 647 konjugiert (A21245) .Invitrogen

1.3 Oligonucleotide

Santa Cruz Biotechnology

Simtliche Oligonucleotide wurden durch BioTeZ (Berlin) hergestellt, ihre Sequenz ist in

5’—3’-Richtung angegeben.

Rab3a-rev....cvccueee CTC GAG TCA GCA GGC ACA ATC CTG ATG AGG

Rab27a-fW ..o, AAA GAATTC TCC ATC ATG TCG GAT GGA GAT TAC
Rab27a-tev....cccvivicnnes AAA CTC GAG GTT TGC TCA TCT CAT CGA GCT G
6xHisRab3a-fw.............. CAT CAC CAT CAC CAT CAC ATG GCT TCC GCC ACA GACTC

6xHisRab27a-fw............ CAT CAC CAT CAC CAT CAC ATG TCG GAT GGA GATTAC G
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Fortsetzung Oligonucleotide

OxHis-fW..ooiiiiiciiiann, TGA ATT CGC CGC CAC CAT GAG AGG ATC GCA TCA CCA TCA CCA
TCA CAT G

tINS2-fW i, CTC GAG ATC GAT GCT GGG TAG AGT ATG TAC TAA GAG ATG G

rINS2-rev..iiiiiciinns ACC GGT CTT AGG GCT GGG GGT TACTGA ATC C

NEX2.2-fW oo CTC GAG ATC GAT GAA GCCAGATGTTTATGT TTT TCC C

NkX2.2-reV..ovvvviiirinnns ACC GGT CTA GCT TGC TGT TCC GGG CCT CG

GFP-fW .o, GCC GCC ATG GTG AGC AAG GGC GAG GA

GEP-1eV .o TTA CTT GTA CAG CTC GTC CAT GCC

GNTROZ2-fw....ccurrne. GAG TAC AACTAC AACAGC CACAACG

GNTRo2-rev.....ccuvunee CAT CTT CCT CTC GTT GAA CAC G

NTRO-fW.ooviviiicinee ATG GAC ATC ATC AGC GTG GCT C

NTRO-1eV ..o GTG ATG TTC TGG GGC AGC CTG CTC

mGapdh-fw ......cccevenes ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC

mGapdh-rev .......c.cc.c.... TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA

1.4 Losungen, Puffer und Medien

Die Zusammensetzungen der verwendeten Losungen und Puffer sind in den Abschnitten
angegeben, in denen die entsprechenden Methoden beschrieben sind. Bei allen Puffern und
Medien handelt es sich um wissrige Losungen, die, sofern nicht anders vermerkt, bei
Raumtemperatur gelagert wurden. Falls angegeben, wurden die Losungen bei 125 °C fiir

30 min autoklaviert.

2 Bakterienstimme

Die E. coli K12-Substimme XL1 blue, DH50 und GM2163 wurden fiir Klonierungsarbeiten
verwendet, der Stamm BL21(DED3) fiir die Expression rekombinanter Proteine.

E. coli X1 blue........recAT end AT gyrA9G thi-1 hsdR17 supEd4 rel AT lac [F” proAB laclqZ.M15 Tn10 (Tetr)]

E. cli DH50 ........... (F~ end A1 ghtV44 thi-1 rec AT relA1 girA96 deoR nupG @80dlacZAM15A (lacZY A-
argF)U169, hsdR17(rK- mK+), A—

E. coli GM2163........ F~ ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 t5x78 glnV'44 galK2 gall22 merA dom-6 hisG4 rfbD1
1psLL136 dam13:"Tn9(CamR)xyl A5 mitl-1 thi-1 merB1 hsdR2

E. coli BL2V(DE3)...F~ ompT hsdS (1B-m B-), gal, dem+
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3 Molekularbiologische Methoden
3.1 Isolierung von Nucleinsiduren

311  Plasmid-DNA
Plasmide aus E. co/i wurden je nach gewtinschter Ausbeute und Reinheit durch alkalische Lyse
nach BIRNBOIM [BIRNBOIM e¢f al., 1979] oder unter Verwendung des NucleoSpin Plasmid Kits

und des NucleoBond Xtra Maxi Kits nach Herstellerangaben (Macherey-Nagel) isoliert.

3.1.2  Genomische DNA

Zur Isolierung von genomischer DNA aus Schwanzbiopsien (Absch. I1.7.3) wurden diese in
350 pL. Schwanz-Puffer mit 0,5 g/1. Proteinase K (Roth) fiir 2 -4 h bei 55 °C und 800 rpm
verdaut. Nach 10-miniitiger Inkubation bei 4 °C wurden Proteine durch Zugabe von
150 pL gesattigter NaCl-Losung und erneuter Inkubation bei 4 °C fiir 10 min gefillt und
durch Zentrifugation fiir 10 min bei 20000 g abgetrennt. Der klare Uberstand wurde
abgenommen und mit 20 mg/L RNaseA (Sigma-Aldrich) 15 min bei 37 °C inkubiert. Die
DNA wurde durch Zugabe von 1 mL eiskaltem Ethanol gefillt, bei 20000 g und 4 °C fiir
20 min zentrifugiert und mit 1 mL 70 %igem Ethanol gewaschen. Das Prizipitat wurde bei
Raumtemperatur getrocknet, in 100 pl. TE-PCR tiber Nacht bei 4 °C und 500 rpm gel6st und
die Konzentration nach photometrischer Bestimmung (Absch.11.3.4) auf 100 ng/uL

eingestellt.
Schwanz-Puffer.......cccccevvvenennne 50 mM Tris/HCI pH 8,0; 100 mM EDTA; 1 % (w/v) SDS; 100 mM NaCl
TE-PCRuucoovevereeeeee 10 mM Tris/HCI pH 8,0; 0,1 mM EDTA

3.1.3  Fragmente aus Agarosegelen
Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen oder PCR-Reaktionsansitzen erfolgte
mit dem kommerziellen System NucleoSpin Extractll gemidl3 den Vorschriften des Herstellers

(Macherey-Nagel).

3.1.4  Phenol/ Chloroform-Extraktion und Ethanol-Prézipitation von DNA

Wissrige DNA-Losungen wurden mit je 0,5 Volumen Phenol und Chloroform versetzt und
5 min bei Raumtemperatur und 20000 g zentrifugiert. Die wissrige Phase wurde erneut mit
0,5 Volumen Chloroform extrahiert und fiir eine Minute zentrifugiert. Anschlieend wurde
die DNA durch Zugabe von 0,1 Volumen 3 M NaOAc pH 5,2 und 2,5 Volumen eiskaltem
Ethanol gefillt. Die Proben wurden fiir 15 min bei -80 °C eingefroren und dann fir 20 min
bei 20000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das DNA-Prizipitat fiir

10 - 20 min an der Luft getrocknet und im gewiinschten Puffer aufgenommen.
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3.1.5  Isolierung von gesamt-RINA

Die Isolierung von gesamt-RNA erfolgte mit TRIzol (Invitrogen) entsprechend den
Herstellerangaben. Zur Lyse gewaschener Zellkulturen wurden diese in TRIzol resuspendiert,
die Lyse von Gewebeproben erfolgte ebenfalls in TRIzol, jedoch mit Hilfe eines
Homogenisators (Polytron, Kinematika). Simtliche Losungen wurden mit RNase-freiem
Wasser (DEPC-Wasser) angesetzt. Isolierte RNA wurde entweder direkt zur reversen

Transkription eingesetzt oder bei -80 °C gelagert.

DEPC-WasSerf...couvveverernee. 0,1 % (v/v) DEPC; 12 h bei 37 °C geschtttelt; autoklaviert

3.2 Enzymatische Nucleinsduremanipulation

3.2.1  Spaltung von DNA mit Restriktionsendonucleasen
Die sequenzspezifische Spaltung von DNA erfolgte nach den Herstellerangaben fiir die

jeweils verwendeten Restriktionsendonucleasen (Fermentas, New England Biolabs).

3.2.2  Ergengung stumpfer Enden
Zur Entfernung von 3’-Uberhingen oder zum Auffiillen von 3’-rezessiven Enden linearer

dsDNA wurde T4-DNA-Ligase (New England Biolabs) nach Herstellerangaben verwendet.

3.2.3  Dephosphorylierung von DINA Fragmenten

Um ecine Religation zu verhindern, wurde linearisierte Vektor-DNA an den 5-Enden unter
Verwendung von Awntarctic Phosphatase (New England Biolabs) nach dem Protokoll des
Herstellers dephosphoryliert.

3.2.4  Ligation von DN.A-Fragmenten

Zur Ligation von kohisiven Enden wurden Vektor-DNA und Fragment-DNA in einem
molaren Verhiltnis von 1:3 bis 1:5 eingesetzt. Die Konzentrationen wurden anhand der
Bandenintensitit in Agarosegelen (Absch. 11.3.3) abgeschitzt. Die Ligation erfolgte mittels T4
DNA-Ligase (New England Biolabs) nach Herstellerangaben. Um die Fihigkeit des Vektors
zur Religation zu Uberprifen, wurde parallel zum Ligationsansatz eine Kontrolle angesetzt, die

bis auf die Fragment-DNA alle Komponenten enthielt.

3.2.5  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Das Reaktionsvolumen der durchgefithrten PCRs betrug 20 - 50 plL und enthielt 20 - 50 ng
genomischer DNA oder 10 ng Plasmid-DNA als Matritze, 0,2 - 0,5 uM der jeweiligen Primer,
2 U Tag-Polymerase (laboreigene Herstellung), 2,5 mM MgCl, und Tag-Puffer. Die
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Herstellung der Reaktionsansitze wurde besonders bei vielen Proben mit Hilfe eines Roboters
(epMotion, Eppendorf) durchgefithrt. Alle Komponenten wurden auf Eis zusammengegeben,
mit Mineral6l tberschichtet und direkt in einen auf 98 °C vorgeheizten Thermocycler (M]
Research) gestellt (pseudo hot stard). Je nach Aufgabenstellung wurden verschiedene PCR-
Programme verwendet. Die Hybridisierungstemperaturen wurden dabei so gewihlt, dass sie
etwa 5 °C unter den Schmelztemperaturen der verwendeten Primer lagen.

Ein typisches PCR-Programm sah wie folgt aus:

1. 98°C, 2 mif e initiale Denaturierung
2. 98°C,20-30 S v Denaturierung

3. 54-68°C,20-30s...... Hybridisierung

4. 72°C,1 min/kb ............... Elongation

5. 9 mal zu Schritt 2

6. 94°C,20-30 S e Denaturierung

7. 58-72°C,20-30s..... Hybridisierung

8. 72°C, 1 min/kb .....c....... Elongation

+ 5 s/Zyklus
9. 25 mal zu Schritt 6
10. 72 °C, 10 min ....cceveeuveaenes abschlieBende Elongation
11.4°C

Wenn eine geringe Fehlerrate erwilinscht war oder lange DNA-Abschnitte (> 2kb)
vervielfiltigt werden sollten, wurde die PCR mit Phusion-DNA-Polymerase (Finnzymes)
durchgefiihrt, die Nucleotide aufgrund ihrer 3’—5" Exonucleaseaktivitit wesentlich genauer
als Tag-Polymerase einbaut und deren Prozessivitit durch eine dsDNA-bindende Domine
deutlich erhoht ist. Die PCR erfolgte nach Herstellerangaben, wobei insbesondere auf eine
verinderte Hybridisierungstemperatur (3 °C tUber der Schmelztemperatur der Primer) zu

achten war.

10x Tag-Puffer .......cccccuvuernncs 100 mM Tris, 500 mM KCI; pH 8,3; autoklaviert; -20 °C

3.2.6  Rewverse Transkription

Zur reversen Transkription (RT) von gesamt-RNA wurde diese zunichst gemal3
Herstellerangaben durch Behandlung mit DNase I (RQ1 RNase-Free DNase, Promega) von
DNA-Kontaminationen befreit. Die nachfolgende RT erfolgte mit Hilfe der reversen
Transkriptase des murinen Leukdmie Virus (M-MLV Reverse Transcriptase, Promega) und
Random Primers (Promega) nach Herstellerangaben. Die synthetisierte cDNA wurde direkt
fir PCR-Reaktionen (Absch. I1.3.2.5) eingesetzt, dabei diente ein zweiter Reaktionsansatz, der
keine M-MLV-RT enthielt, als Kontaminationskontrolle. Um die Integritit der verwendeten
cDNA zu tberprifen, wurde in parallelen Ansitzen ein ubiquitir exprimiertes Haushaltsgen

amplifiziert. Fir murine cDNA diente beispielsweise ein 450 bp umfassendes Fragment der
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cDNA von GAPDH, cinem in Siugerzellen ubiquitir exprimierten Protein, das mit den

Primern mGapdh-fw und mGapdh-rev (Absch. 11.1.3) amplifiziert wurde.

3.2.7  Sicherung von PCR-Produfkten

PCR-Produkte wurden fur nachfolgende Klonierungen durch Ligation in den
Klonierungsvektor pGEM-Teasy (Promega) gemal3 Herstellerangaben gesichert. Wurde die
PCR nicht mit Tag-Polymerase durchgefihrt, mussten die PCR-Produkte zur Erzeugung eines
3’-A-Uberhangs nachbehandelt werden. Dazu wurden 6,2 ul. gereinigtes PCR-Produkt mit
1 uL 10x Tag-Pufter, 0,4 uL. 50 mM MgCl,, 0,4 u. 5 mM dATP und 2 uL Tag-Polymerase
(5 U, laboreigene Herstellung) versetzt und 30 min bei 37 °C inkubiert.

Je 5ull der Ligationsansitze wurden zur Transformation von E. /i XL1-blue eingesetzt

(Absch. I1.7.12) und die Bakterien auf X-Gal/IPTG-Platten einer Blau-Weiss-Selektion

unterzogen.
10x Tag-Puffer .......ccccccvurunccs 100 mM Tris, 500 mM KCI; pH 8,3; autoklaviert; -20 °C
3.3 Agarosegelelektrophorese von Nucleinsiuren

DNA-Fragmente wurden mittels Agarosegelelektrophorese nach ihren GroBen aufgetrennt.
Dafir wurden 0,8 - 2 % (w/v) Agarose in TBE-Puffer aufgekocht, mit 0,1 pg/ml Ethidium-
bromid versetzt und in entsprechende Gelkammern gegossen. Die Proben wurden mit DNA
Probenpuffer gemischt und zusammen mit einem GroéBenstandard (Fermentas, laboreigene
Herstellung) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in einer mit TBE-Puffer gefiillten
Gelkammer bei 5 V/cm Elektrodenabstand. Die Gele wurden auf einem UV-Transiluminator
(Geldoc 2000, BioRad) fotografiert.

TBE-Puffef.....covveereveerererenenn. 90 mM Tris; 90 mM Borsidure; 4 mM EDTA; pH 8,0

6x DNA Probenpuffer .......... 10 mM Tris/HC, pH 8,0; 1 mM EDTA; 0,25 % (w/v) Bromphenolblau;
15 % (w/v) Ficoll

34 Photometrische Bestimmung von Nucleinsiurekonzentrationen

Die Bestimmung von DNA- oder RNA-Konzentrationen erfolgte mit dem BioPhotometer
(Eppendorf) bei einer Wellenlinge von 260 nm. Eine optische Dichte (OD) von eins
entspricht dabei einer Konzentration von 50 pg/ul. doppelstrangiger DNA oder 40 pug/uL
einzelstringiger RNA. Die Reinheit von Nucleinsduren ldsst sich tiber das Verhaltnis der OD
bei 260 nm zur OD bei 280 nm abschitzen, wobei reine DNA einen Wert von 1,8 - 2,0 und
reine RNA einen Wert gréfler als 2,0 aufweist.
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3.5 Herstellung transformationskompetenter E. co/i

100 mL LB-Medium wurden mit 500 uL einer frischen Ubernachtkultur von E. co/i angeimpft.
Die Kultur wurde bis zu einer OD bei 578 nm von 0,45 - 0,55 bei 37 °C und 200 rpm im
Schiittler inkubiert, fiir 10 min auf Eis abgekiihlt und anschliefend fiir 10 min bei 4 °C und
700 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Bakterien in 20 ml. TFBI
resuspendiert und fiir 10 min auf Eis gehalten. Nach Zentrifugation fir 10 min bei 4 °C und
700 g wurde das Pellet in 4 mL eiskaltem TFB II aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in
50 uL. Portionen in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

LB-Medium ...cooooevvveeveeeeennn. 10 g/L Trypton; 5 g/L Hefeextrakt; 10 g/L NaCl; autoklaviert; 4 °C

TEFB I Puffef....cccvvviivicnne 50 mM MnClp; 100 mM KCl; 10 mM CaClz; 15 % (v/v) Glycerin;
30 mM KOAG; pH 6,1; sterilfiltriert; 4 °C

TEFB II Puffer ...cccoovevvvieernne. 75 mM CaClp; 10 mM KCI; 10 mM MOPS; 15 % (v/v) Glycerin; pH 7,0;
sterilfiltriert; 4°C

3.6 Transformation

Zur Transformation wurden 50 uL. kompetente Zellen fir 5 - 10 min auf Eis aufgetaut, etwa
50 ng Plasmid-DNA oder 5-10 pL eines Ligationsansatzes bzw. einer Vektorkontrolle
aufpipettiert und fir 20 min auf Eis inkubiert. Einem Hitzeschock fiir 50 s bei 42 °C folgte
eine 5-minttige Inkubation auf Eis. Die Bakterien wurden mit 500 uL. LB-Medium versetzt
und fir 30 min im Thermomixer bei 37 °C regeneriert, bei 700 g zentrifugiert, in 80 plL. LB-
Medium resuspendiert und auf LB-Agar ausplattiert, der entsprechende Antbiotika enthielt
(100 pg/mL Ampicillin oder 50 pg/ml. Kanamycin). Wurden E. ¢/ XIL.1-blue oder DH5a
mit einem Plasmid transformiert, das eine Blau-Weiss-Selektion positiver Klone erlaubt,
wurden zuvor 100 ul. 100 mM IPTG und 20 pl. 50 g/I. X-Gal auf die Agarplatten gegeben
und diese fiir 30 min bei 37 °C getrocknet. Es folgte eine Inkubation fiir 16 h bei 37 °C.

LB-Medium ...cocooevvveeveeeeennn. 10 g/L Trypton; 5/L g Hefeextrakt; 10 g/L NaCl; autoklaviert; 4 °C

LB-Agar...cocviiniiiicinicns 20 g/L Agar in LB-Medium; autoklaviert, auf 60 °C abgekthlt und mit
entsprechenden Antibiotika versehen; 4 °C

3.7 Lanzeitlagerung von Bakterien

Die Langzeitlagerung von Bakterien erfolgte in Glycerinkulturen. Dazu wurden 1 - 3 mL einer
frischen Ubernachtkultur fiir 5 min bei 1000 g zentrifugiert und in 25 % des urspriinglichen
Kulturvolumens LB-Medium resuspendiert. Nach Zugabe des gleichen Volumens 87 %igen
Glycerins wurde die Suspension durchmischt und 24 h bei -20 °C gelagert. Die anschlieBende
Langzeitlagerung erfolgte bei -80 °C.

LB-Medium ...coooevvvevveeeenen. 10 g/L Trypton; 5/L g Hefeextrakt; 10 g/L NaCl; autoklaviert; 4 °C
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3.8 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Proben erfolgte nach der Didesoxymethode [SANGER ef al.,
1977] mit einem LI-COR Sequencer (MWG Biotech, Ebersberg) und fluoreszenzmarkierten
Oligonucleotiden bei der Firma MWG Biotech.

4 Klonierungsstrategien

4.1 GNTR-Konstrukte

Um ecine erfolgreiche Expression der bakteriellen Nitrotreduktase in transgenen Mdusen zu
gewihrleisten, wurde deren Sequenz zunichst 7/ siico an den verdnderten Codongebrauch in
Sidugerzellen angepasst. Dieses Codon-optimierte Nitrotroreduktasegen (n#r0) wurde kommer-
ziell synthetisiert (GeneScript) und im pUC57 Klonierungsvektor zur Verfiigung gestellt. Uber
flankierende EwR I-Schnittstellen wurde z#r0 in pEGFP-C1 (Clontech) eingebracht. Das
resultierende Plasmid pGNTRo codiert fiir ein Fusionsprotein aus GFP und NTR (GNTR),
das unter der Kontrolle des konstitutiven aktiven CM1/ -Promotors steht. Es wurde fir
Zellkulturexperimente verwendet. Zwei Konstrukte, die eine P-Zell-spezifische Expression
dieses Fusionsproteins zur Erzeugung transgener Tiere erlauben, wurden unter Verwendung
der murinen Promotoren rlns2 [SARVETNICK ef al., 1988] und N£X2.2 [WATADA et al., 2003;
DOYLE ez al., 2007] generiert. Daftir wurden zunichst die beiden Promotorabschnitte durch
PCR mit den Primerpaaren rlIns2-fw/rIns2-rev und NkX2.2-fw/NkX2.2-rev amplifiziert
(tIns2: 679 bp; NkX2.2: 1858 bp), durch Ligation in pGEM-Teasy gesichert (Absch. 11.3.2.7)
und sequenziert. Aus den resultierenden Plasmiden pGEM-rIns2 und pGEM-NkX2.2 wurden
dann die Promotorabschnitte durch Verdau mit Xho1 und Agel isoliert und mit einem
Age 1/BamH 1-Fragment (1466 bp) von pGNTRo, das den offenen Leserahmen (ORF) des
GNTR Fusionsproteins enthilt, in den BawH 1/Sa/l-geschnittenen, dephosphorylierten
pMCSpA-Vektor ligiert, der die SV40pA-Sequenz mit einem 70 bp umfassenden Intron
enthalt und durch Ligation eines BazH 1/ Xba I-Fragmentes (0,9 kb) von pNSEpA [WALTHER,
2000] in den mit Bg/II/Spe I-geschnittenen Subklonierungsvektor pMCS5 (MoBiTec)
generiert wurde. Fir Mikroinjektionen zur Generierung transgener Tiere wurden die
resultierenden Vektoren pInGNA und pNkGNA (Abb. I1.1) in dam/dcm-defizienten E. co/i
propagiert und mit Clzl verdaut. Die entstehenden Fragmente (InGNA: 3,2 kb;
NkGNA: 4,3 kb) wurden einer Agarosegelelektrophorese unterzogen und wie beschrieben
(Absch. 11.3.1.3) isoliert, davon abweichend wurden sie jedoch mit Mikroinjektionspuffer von

der Siule eluiert. Die Konzentration wurde mit Hilfe von komparativer Agarosegel-
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elektrophorese auf 2 ng/ul. in Mikroinjektionspuffer eingestellt und diese Losung fir

Vorkerninjektionen (Absch. 11.7.2.4) verwendet.

Clal Clal

y-3

&0

pINnGNA

6058 bp

Xhol pNKGNA

7237 bp Agel

AN
s\ ao® Agelo sV40pA
Clal
BamHI
Clal Xhol

Agel

Abb. II.1: Konstrukte zur f-Zell-spezifischen Expression der Nitroreduktase von E. ¢o/i in
transgenen Miusen. Der Insulinpromotor 2 von Ratten (Ins2) und der NA£X2.2-Promotor von Miusen
fihren zur spezifischen Expression eines Fusionsproteins aus GFP und NTR.

Um eine Selektion positiver Klone in Zellkulturexperimenten durchfihren zu kénnen, wurden
pInGNA und pNkGNA in dam/dcm-defizienten E. co/i propagiert, mit Cla 1 verdaut, die
entstandenen 3’rezessiven Enden aufgefillt und abschlieBend mit BazH I verdaut. Dadurch
wurden DNA-Fragmente generiert, die die Promotoren sowie den ORF des GNTRo
Fusionsproteins enthalten. Diese wurden in mit BazH 1/Nrul-verdauten pIRESneo3
(Clontech) ligiert, der eine interne Ribosomeneintrittsstelle (IRES) mit anschlieBendem ORF
der Neomycinphosphotransferase besitzt und somit eine Selektion positiver Transfektanden
mit Neomycin erlaubt. Die entstehenden Vektoren pIRES-InGNA und pIRES-NKGNA
(Abb. I1.2) wurden durch Aaz1I-Verdau linearisiert und zur Transfektion entsprechender

Zellen eingesetzt (Absch. 11.5.7).

Mikroinjektionspuffer............ 5 mM Tris/HCl pH 7,5; 0,1 mM EDTA; sterilfiltriert
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Abb. II.2: Konstrukte zur B-Zell-spezifischen Expression der Nitroreduktase von E. co/i in
Zellkulturen. Eine IRES erlaubt die gekoppelte Expression von GNTR und einer Neomycin-
resistenzkassette, die als Selektionsmarker dient.

4.2 pGEX-Rab27a

Der ORF von murinem Rab27a wurde mit Hilfe von PCR-gestiitzter Mutagenese aus einer
Maushirn-cDNA-Bibliothek mit dem Primerpaar Rab27a-fw/Rab27a-rev amplifiziert und mit
flankierenden EwR I und Xho I-Schnittstellen versehen. Das 786 bp umfassende Amplikon
wurde durch Ligation in pGEM-Teasy (Promega) gesichert und das entstandene Plasmid
pGEM-Rab27a anschlieBend sequenziert. Mittels EwR 1 und Xhol wurde dann der
codierende Bereich in entsprechend geschnittenen pGEX-4T-1 (Amersham) ligiert. Das
resultierende Plasmid pGEX-Rab27a erlaubt die Expression eines Fusionsproteins aus GST

und Rab27a in Bakterien.

4.3 pT-6HRab3a

Zunichst wurde der ORF von murinem Rab3a mit dem Primerpaar Rab3a-fw/Rab3a-rev aus
einer Maushirn-cDNA-Bibliothek amplifiziert. Das 675 bp umfassende Amplikon wurde
durch Ligation in pGEM-Teasy (Promega) gesichert und anschlieBend sequenziert. Das
resultierende Plasmid pGEM-Rab3a wurde in einer weiteren PCR mit dem Primerpaar
6xHisRab3a-fw/Rab3a-rev als DNA-Matrize eingesetzt. Dieses Amplikon (687 bp) wurde mit
den Primern 6xHis-fw und Rab27a-rev fiir eine dritte PCR verwendet und so der ORF von
Rab3a an der 5-Seite um eine EwR I-Schnittstelle sowie ein ATG-Startcodon und die Codons
fir das Nonapeptid RGSHHHHHH erginzt. Das Amplikon (715 bp) wurde in den Vektor
pTargeT (Promega) ligiert. Der resultierende Vektor pT-6HRab3a enthilt eine Neomycin-
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resistenzkassette und erlaubt iber einen CMV-Promotor die Expression von Rab3a mit einer
N-terminalen 6xHis-Markierung in eukaryotischen Zellen. Die Basenabfolge wurde durch

Sequenzierung verifiziert.

4.4 pT-6HRab27a

Die Klonierung von pT-6HRab27a erfolgte in einer zweistufigen PCR-Mutagenese, wobei in
der ersten PCR als DNA-Matrize pGEM-Rab27a (Absch. I11.4.2) und als Primerpaar
6xHisRab27a-fw/Rab27a-rev verwendet wurde. In der darauf folgenden PCR wurde das
resultierende Amplikon (789 bp) als DNA-Matrize und die Primer 6xHis-fw und Rab27a-rev
eingesetzt. Durch Ligation des Amplikons (817 bp) in den Vektor pTargeT (Promega)
entstand der Vektor pT-6HRab27a, dessen Basenabfolge durch Sequenzierung verifiziert

wurde.

5 Zellkulturen

5.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Alle Zellkulturarbeiten wurden an einer Sterilbank (HeraSafe, Heracus) durchgefithrt. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte mit sterilem Zellkulturmaterial (Falcon, TPP, Sarstedt) in
einem Brutschrank (HeraCell, Heracus) bei 37 °C in einer wasserdampfgesittigten
Atmosphire mit 5 % CO,-Anteil. Zellzahlungen erfolgten mikroskopisch (Axiovert 40, Zeiss)
in einer Neubauer-Ziahlkammer, wobei tote Zellen mit Trypanblau (Sigma-Aldrich) angefirbt
wurden.

Um enthaltene Komplementfaktoren zu inaktivieren, wurde fotales Kalberserum (FBS, Gibco)
vor Gebrauch einmalig fiir 30 min auf 56 °C erhitzt. Sdmtliche Medien und Zusitze wurden
steril eingesetzt und bei 4 °C gelagert. Alle Zentrifugationsschritte eukaryotischer Zellen

wurden in einer auf 4 °C gekiihlten Zentrifuge bei 300 g fir 5 min durchgefihrt.

5.2 Kultivierung der Zelllinie RINm5F

Die adhirent wachsende Zelllinie RINm5F (ATTC-Nummer CRL-11605) ist ein Derivat der
RIN-m Insulinomazellen aus Rattus norvegicus. Sie produziert und sekretiert Insulin
[BHATHENA ef al., 1984]. Die Zellen wurden bis zur Konfluenz in RINm5F-Medium kultiviert,
mit Trypsin/EDTA (Lonza) abgelost und in 15 - 25 % der ursprunglichen Zelldichte auf neue
Kulturschalen verteilt. Fur besondere Fragestellungen wurden die Zellen ohne Glucose

kultiviert. Zur Selektion transfizierter Zellen wurde je nach verwendetem Resistenzmarker
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Hygromycin (500 pg/ml,; Invitrogen) oder das Neomycinanalogon G418 (50 - 100 pg/ml;

Lonza) verwendet.

RINm5F-Medium........ccoceeee. RPMI-1640 mit 2 mM L-Gln und 2 g/L Glc (Lonza); 10 % FBS (Gibco);
100 U/mL Penicillin; 100 U/mL Streptomycin (Lonza)

RINm5F-Medium ohne Glc.RPMI-1640 mit 2 mM L-Gln und 0 g/L Glc (Lonza); 10 % FBS (dialysiert,
PAN Biotech); 100 U/mL Penicillin; 100 U/mL Streptomycin (Lonza)

5.3 Kultivierung der Zelllinie $-TC3

Die Zelllinie B-TC3 (DSMZ-Nummer ACC 324) stammt von einem Insulinom des Pankreas
einer transgenen Maus ab, die ein Hybridgen fir Insulin und das /arge-T-Antigen des SV40-
Virus trigt und Insulin produziert sowie sekretiert [EFRAT ef a/., 1988]. Die Zellen wurden bis
zur Konfluenz in B-TC3-Medium kultiviert, mit Trypsin/EDTA (Lonza) abgelost und in
15-25% der urspringlichen Zelldichte auf neue Kulturschalen verteilt. Zur Selektion
transfizierter Zellen wurde je nach verwendetem Resistenzmarker Hygromycin (400 pg/ml;

Invitrogen) oder das Neomycinanalogon G418 (300 pug/ml,; Lonza) verwendet.

B-TC3-Medium ..c.covereeennnnee DMEM mit 2 mM L-Gln, ohne Glc (Lonza); 15 % (v/v) DHS (Gibco);
2,5 % (v/v) FBS (Gibco); 2 g/L Glc; 100 U/mL Penicillin;
100 U/mL Streptomycin (Lonza)

5.4 Kultivierung der Zelllinie SH-SY5Y

Die Zelllinie SH-SY5Y (ATCC-Nummer CRIL-2266) ist ein Derivat der humanen
Neuroblastomzelllinie SK-N-SH, die aus einem metastasierenden Knochenmarkstumor
isoliert wurde [BIEDLER efal, 1978]. Die Zellen wurden bis zu einer Bedeckung der
Zellkulturschale von ~90 % in SH-SY5Y-Medium kultiviert, mit Trypsin/EDTA (Lonza)
abgelost und in 15 - 25 % der urspringlichen Zelldichte auf neue Kulturschalen verteilt. Zur

Selektion transfizierter Zellen wurde das Neomycinanalogon G418 (50 - 100 pg/ml; Lonza)

verwendet.
SH-SY5Y-Medium .......c.c...... DMEM mit 2 mM L-Gln, 15 % (v/v) FBS (Gibco); 100 U/mL Penicillin;
100 U/mL Streptomycin (Lonza)
5.5 Einfrieren eukaryotischer Zellen

Die Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen und in kaltem Einfriermedium resuspendiert.
Die Zellzahl wurde auf etwa 1 - 1,5 x 10" Zellen/mL eingestellt. Je 1,4 mL der Zellsuspension
wurde in ein Cryo-Rohrchen uberfithrt und sofort auf Eis gestellt. Das Einfrieren erfolgte
bei -80 °C in einer Styroporbox, dies gewihtleistete einen Temperaturgradienten von

etwa -1 °C/min. Die Langzeitlagerung erfolgte in flissigem Stickstoff.

Einfriermedium......cccovcccueuneeee Kulturmedium mit zusitzlich 20 % (v/v) FBS und 10 % (v/v) DMSO
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5.6 Auftauen eukaryotischer Zellen

Die Zellen wurden moglichst rasch bei 37 °C aufgetaut und sofort mit 20 mL vorgewdrmtem
Kulturmedium versetzt, um das im Einfriermedium enthaltene DMSO zu verdiinnen. Danach

wurden die Zellen zentrifugiert (Absch. I1.5.1) und in Kulturmedium aufgenommen.

5.7 Transfektion eukaryotischer Zellen

Die Transfektion eukaryotischer Zellen erfolgte mit Hilfe des auf Liposomen-basierenden

Transfektionsreagenz DreamFect (OzBiosciences) gemill Herstellerangaben.

5.8 MTT-Test

Die Proliferationsrate von Zellen wurde mit Hilfe eines MTT-Tests bestimmt, der auf der
Reduktion des wasserloslichen 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromids
(MTT) in ein wasserunlosliches Formazan beruht, die durch zellulire Reduktionsmittel
hervorgerufen wird und kolorimetrisch gemessen werden kann [MOSMANN, 1983]. Dazu
wurden zu untersuchende Zellen auf Zellkulturplatten mit 24 Kavitdten verteilt und fir den
interessierenden Zeitraum in Medium ohne Phenolrot kultiviert. Dann wurden 0,5 g/ MTT
zugefiigt und die Zellen fir weitere 120 min inkubiert. Die Zellen wurden resuspendiert,
einmal mit PBS gewaschen und in 1 mLL. MTT-Stoplosung resuspendiert, bis der entstandene
Farbstoff vollstindig gelést war. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand bei

570 nm photometrisch vermessen.

MTT-Stoplosung ........cceuueee. 40 mM HCl in Isopropanol
6 Biochemische Methoden
6.1 Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Zur Herstellung von GST-Fusionsproteinen fir Affinititsreinigungen wurden 500 mL 2-YT-
Medium mit 100 pg/mL Ampicillin versetzt und mit 5 mL einer frischen Ubernachtkultur
eines entsprechenden Transformanten von E. o/ BL21(DE3) angeimpft. Die Kultur wurde in
einem Schiittler bei 37 °C und 225 rpm bis zu einer OD bei 578 nm von 0,8 inkubiert. Die
Expression der Fusionsproteine wurde durch Zugabe von 0,1 mM IPTG induziert und nach
weiteren 4 h Inkubation durch Abkiihlen auf 4 °C und Zentrifugation fir 20 min bei 2000 g
abgebrochen. Das Pellet wurde bis zur Isolierung der Fusionsproteine bei -20 °C gelagert.

Das Bakterienpellet wurde auf Eis aufgetaut und in 25 mL eiskaltem PBS mit Protease-

inhibitoren (CompleteMini, Roche) resuspendiert. Die Lyse der Bakterien erfolgte auf Eis
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durch dreimal 30 Ultraschallschlige (Sonifier Cell Disruptor B15, Branson). Nach Zugabe von
1 mL 10% Triton X-100 und Inkubation fir 20 min wurden die Zelltrimmer durch
Zentrifugation fur 20 min bei 20000 g und 4 °C sedimentiert. Nachfolgend wurde
1 mL 50 %ige Glutathion-Sepharose-Suspension (GluthathioneSepharose 4B, GE Healthcare)
mit 10 mL PBS gewaschen und mit dem geklirten Bakterienlysat tUber Nacht bei 4 °C
invertiert. Nach Zentrifugation fiir 5 min bei 2000 g und 4 °C wurde der Uberstand verworfen
und die Sepharose zweimal mit 25 mL eiskaltem PBS gewaschen. AnschlieBend wurde die
Sepharose in 1,5 mL GST-Elutionspuffer aufgenommen und fiir 10 min bei 4 °C invertiert.
Die Elution wurde zweimal wiederholt und die Proteinkonzentration im Eluat mittels
BRADFORD-Methode (Absch. I1.6.3) bestimmt. Die Lagerung erfolgte nach Zugabe von
10 % (v/v) Glycerin bei -80 °C.

2-YT-Medium ....ccoevevevevereene 16 g/L Select Trypton 140; 10 g/L Select Yeast Extract; 5 g/L NaCl;
autoklaviert; 4 °C

PBS.oeeeerreeeeeeeeeeins 140 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH2POy; 8,6 mM Na,HPOj4

GST-Elutionspuffer ............... 20 mM reduziertes Glutathion in 50 mM Tris/HCI pH 7,4; -20 °C

6.2 6xHis-Affinititsaufreinigung

Die Aufreinigungen 6xHis-markierter Proteine aus eukaryotischen Zellen erfolgten mit Hilfe
einer magnetischen Affinititsmatrix (Ni-NTA Magnetic Agarose Beads, Qiagen) in Anlehnung
an die Angaben des Herstellers. Dazu wurden zu analysierende Zellen mit Ni-NTA-
Lysepuffer lysiert, 20 min bei 4 °C inkubiert und unlésliche Zelltrimmer durch Zentrifugation
(20000 g, 15 min, 4°C) abgetrennt. Die Proteinkonzentration wurde nach der
LOwWRY-Methode bestimmt (Absch. I1.6.3) und mit Ni-NTA-Lysepuffer normalisiert.
Unspezifisch an Agarose bindende Proteine wurden durch zweistiindige Inkubation mit
Agarose entfernt. Dann wurden die 6xHis-markierten Proteine aus den klaren Lysaten an die
im Uberschuss vorliegende Affinititsmatrix durch 16-stiindige Inkubation bei 4 °C im Roller
gebunden. Die Affinititsmatrix wurde mit Hilfe eines magnetischen Reaktionsgefi3stinders
(Dynal MPC-S, Invitrogen) dreimal mit Ni-NTA-Waschpuffer gewaschen und je nach
Aufgabenstellung mit Ni-NTA-Elutionspuffer eluiert, zur SDS-PAGE (Absch. 11.6.4) einge-
setzt oder in 250 ul. 10 % (w/v) SDS Losung aufgekocht und fur Szintillationsmessungen
(Absch. 11.6.8) verwendet.

Ni-NTA-Lysepuffer............... 50 mM NaH,POy; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; Proteaseinhibitoren
(Complete EDTA-frei, Roche); 1 % (v/v) Nonidet P-40;
1% (v/v) Triton X-100; 0,1 % (w/v) SDS; pH 8,0

Ni-NTA-Waschpuffer ........... 50 mM NaH,POy; 300 mM NaCl; 8 mM Imidazol; Proteaseinhibitoren
(CompleteMini EDTA-frei, Roche); 0,05 % (v/v) Tween20; pH 8,0

Ni-NTA-Elutionspuffer ........ 50 mM NaH,POy; 300 mM NaCl; 250 mM Imidazol; Proteaseinhibitoren
(CompleteMini EDTA-frei, Roche); 0,05 % (v/v) Tween20; pH 8,0
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6.3 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Konzentrationsbestimmung detergenzienhaltiger Proteinlésungen erfolgte in Anlehnung
an die LOWRY-Methode [LOWRY ¢ a/, 1951] mit Hilfe des QuantiPro BCA Assay Kits (Sigma)
nach Herstellerangaben. Enthielt die zu untersuchende Proteinlésung reduzierende Stoffe,
wurde die Proteinkonzentration nach der BRADFORD-Methode [BRADFORD, 1976] unter

Verwendung des BradfordReagent (Sigma) gemil3 den Angaben des Herstellers bestimmt.

6.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteingemischen erfolgte mit Hilfe einer diskontinuierlichen SDS-
PAGE [WEBER et al, 1969; LAEMMLI, 1970] in Mini-PROTEAN II Kammern (BioRad)
gemil} Herstellerangaben. Die Proteinproben wurden mit Probenpuffer versetzt, 5 min bei
95 °C denaturiert und zusammen mit Groenstandards (Fermentas) auf das Gel aufgetragen.
Der Gellauf wurde bei konstanter Spannung durchgefithrt, dabei wurden zunichst 80 V
angelegt, bis die Proben das Sammelgel durchlaufen hatten (ca. 20 min) und die Elektro-
phorese dann bei 180 V fur 60 min fortgesetzt. Die Analyse der aufgetrennten Proteine

erfolgte durch Coomassiefiarbung (Absch. 11.6.5) oder Immunoblotting (Absch. I11.6.6).

Sammelgelpuffer ..., 130 mM Tris/HsPO4 pH 6,8; 4,8 % (w/v) Acrylamid:BIS (29 : 1);
0,1 % (w/v) SDS; 0,1 % (w/v) APS; 0,1 % (v/v) TEMED

Trenngelpuffer .......cocveuniuneen. 375 mM Tris/HCl pH 8,8; 8 - 16 % (w/v) Actrylamid:BIS (29 : 1);
0,1 % (w/v) SDS; 0,1 % (w/v) APS; 0,04 % (v/v) TEMED

Laufpuffer ... 25 mM Tris; 192 mM Glycin 0,1 % (w/v) SDS

2x Probenpuffer.......cccveuenee. 130 mM Tris/HCI pH 6,8; 4 % (w/v) SDS; 2 mM EDTA;

20,2 % (v/v) Glycetin; 0,02 % (w/v) Bromphenolblau;
10 % (v/v) B-Mercaptoethanol

6.5 Coomassiefirbung

Proteinbanden in Polyacrylamidgelen wurden mit Hilfe einer kolloidalen Coomassie-Losung

(PageBlue, Fermentas) nach Herstellerangaben angefirbt.

6.6 Immunoblotting

Das Immunoblotting erfolgte unter Verwendung einer halbtrockenen Transfereinheit (Trans-
BLOT SD Semi-Dry Transfer Unit, BioRad). Dazu wurden Whatman-Papier (Roth),
Nitrozellulosemembran (HybondECL, Amersham), das Polyacrylamidgel und ein weiteres
Whatman-Papier in Transferpuffer getrinkt und luftblasenfrei auf der Anode tbereinander
gelegt. Zum Transfer der Proteine wurde fiir 40 min eine konstante Spannung von 16 V
angelegt. Freie Bindungsstellen der Membran wurden durch einstiindige Inkubation unter

Schiitteln mit Blockierungspuffer abgesittigt. AnschlieBend wurde mit dem jeweiligen
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Primidrantikérper, der 1: 1000 bis 1 : 5000 in Antikérper-Puffer verdiinnt war, tiber Nacht bei
4 °C unter Schiitteln inkubiert. Die Membran wurde danach dreimal fir 5 min in PBST
gewaschen und fir 60 min bei Raumtemperatur mit einem HRPO-konjugierten Sekundir-
antikorper, der 1:40000 bis 1: 120000 in PBST verdunnt war, inkubiert. Danach wurde die
Membran finfmal fir je 10 min mit PBST gewaschen und mit frisch angesetzter ECL-Losung
(Western Lightning Chemoluminescence Reagent Plus, Perkin Elmer) fir 90 s im Dunkeln
inkubiert. Durch Auflegen eines lichtempfindlichen Films (SuperRX, Fujifilm) auf die
Membran wurde die Chemolumineszenz detektiert, durch Variation der Belichtungszeit lieBen

sich auch unterschiedliche Proteinmengen visualisieren.

Transferpuffer.......ccoocvnnuaee. 39 mM Glycin; 48 mM Tris; 0,0375 % (w/v) SDS; 0,01 % (w/v) NaN3;
20 % (v/v) Methanol
PBST oo 140 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KHPOy; 8,6 mM Na;HPOy;
0,1 % (v/v) Tween 20
Blockierungspuffer ................. PBST mit 3 % BSA und 0,01 % (w/v) NaNj3; 4°C
Antkorper-Puffer......ne... PBST mit 1 % BSA und 0,01 % (w/v) NaNj3; 4°C
6.7 Monoaminylierung 7z vitro

Monoaminylierungsreaktionen wurden mit 200 pmol Zielprotein, 8 pmol ["H]-Monoamin
(Amersham), 250 mU TGase2 (N-Zyme BioTec GmbH), 10 mM CaCl,, 1 mM DTT und
Proteaseinhibitoren (CompleteMini, Roche) in Tripletts durchgefihrt. Parallelansitze ohne
TGase2 dienten als Negativkontrolle zur Berechnung der Nettoinkorporation. Nach einer
30-minttigen Inkubation bei 30 °C und 400 rpm wurden die Monoaminylierungen durch
Abkiihlen auf 4 °C gestoppt. Proteine wurden durch Zugabe von 55pg BSA und
25 % (w/v) PCA fur 2 h bei 4 °C gefallt. Das Prizipitat wurde in 1 mL Filter-Waschpuffer
resuspendiert und auf Glasfaser-Mikrofiltern (GF/C, Whatman) dreimal mit je 2 mL Filter-
Waschpuffer gewaschen. Filter und Prizipitat wurden mit 5 mL Szintillationsflissigkeit
(ProteinReady”, Beckman) fiir 1 h geschiittelt und die Radioaktivitit der Proben in einem

Szintillationsmelgerit (Liquid Scintillation Counter 1409, Wallac) bestimmt.

PBST o 140 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 1,5 mM KH,POy; 8,6 mM Na,HPOy;
0,1 % (v/v) Tween 20
Filter-Waschpuffer ................. 100 mM PCA; 100 mM NaCl; in PBST; 4 °C
6.8 Serotonylierung iz vivo

Zur Untersuchung der transglutaminasevermittelten Inkorporation von 5-HT in Proteine
wurden die Zellen auf Zellkulturplatten mit zwo6lf Kavitdten bis zur Konfluenz kultiviert und
mit je 1 uCi ’H]-5-HT inkubiert. Am Ende der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Zellen

abgeldst, dreimal mit kaltem PBS gewaschen und das Zellpellet in 1,5 ml.-Reaktionsgefil3en
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bei -80 °C eingefroren. Die Homogenisierung erfolgte in 100 pL frisch angesetztem, eiskaltem
Homogenisierungspuffer mit Hilfe eines rotierenden Pistills (Xenox Homogenisator, Roth).
Anhaftende Flissigkeit wurde mit 400 uL. Homogenisierungspuffer vom Pistill gespilt und
zusammen mit dem Homogenat in 2 mL-Reaktionsgefil3e Gberfithrt. Die Reaktionsgefille, in
denen die Homogenisierung durchgefithrt wurde, wurden mit 1 mI. Homogenisierungspuffer
gespult und die Spullésung mit dem Homogenat vereinigt. Proteine wurden durch
Zentrifugation abgetrennt und 150 ul. des klaren Uberstands in Szintillationsgefillen
(PolyvialsV, Zinsser Analytic) mit 5 ml Szintillationsflissigkeit (ReadyProtein scintillation
cocktail, Beckman) gemischt. Das Proteinprizipitat wurde viermal mit je 1 mL. Homogeni-
sierungspuffer gewaschen (Zentrifugation 10 min bei 13000 g) und in 250 ul. 10 % (w/v)
SDS-Losung unter Schiitteln aufgekocht, bis sich das Protein gelést hatte. Diese Losung
wurde in Szintillationsgefile mit 4 mL Szintillationsflissigkeit Uberfithrt, anhaftende
Flussigkeit aus dem 2 mI.-Reaktionsgefil mit 1 mL Szintillationsfliissigkeit gespilt und mit
der restlichen Probe vereinigt. Die Radioaktivitit der Proben wurde in einem Szintillations-

messgerit (Liquid Scintillation Counter 1409, Wallac) bestimmt.

Homogenisierungpuffer ........ 300 mM PCA; 4 mM SMBS

6.9 Bestimmung von 5-HT-Gehalten in Blut- und Gewebeproben

Die Bestimmung von 5-HT-Gehalten erfolgte mittels HPLC-FD (Shimadzu) wie beschrieben
[WALTHER e/ al, 1999; WALTHER ¢/ al, 2003b]. Die Proben wurden direkt nach ihrer
Entnahme gewogen und bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C eingefroren. Der Aufschluss
erfolgte nach Zugabe von 4mM SMBS und 300 mM Perchlorsiure mit Hilfe eines
rotierenden Pistills (Xenox Homogenisator, Roth). Nach Abtrennung des Proteinprizipitats

durch Zentrifugation wurde der Uberstand verdiinnt und fiir die HPLC-FD eingesetzt.

7 Tierversuche

7.1 Tiere und Haltung

Die Tiere wurden unter SPF-Bedingungen mit einem kiinstlichen Hell-Dunkel-Zyklus von
12 h und freiem Zugang zu Futter und Wasser in kleinen Gruppen von 3 - 6 Tieren gehalten.
Es wurden die Linien C57BL/6 und 129SvJEvBrd des Stammes Mus musculus verwendet.

Die TPH1-defizienten Mause (1ph1-/-) [WALTHER ¢ al., 2003b; WALTHER ez al., 2003¢] sowie
ihre wt-Wurfgeschwister (Tph7+/+) hatten einen gemischten genetischen Hintergrund aus
129/SvEvBrd und C57BL/6 und wurden elf Generationen ineinander zur Hybridlinie

gezlichtet. Um eine genetische Drift zwischen Tph7-/- und Tph1+/+ Miusen auszuschlieBen,
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wurden sie periodisch miteinander verpaart und die entstehenden Tph7+/- Miuse zur
erneuten Etablierung der Tph1-/- und Tph1+/+ Linien verwendet. Solch eine Auffrischung
der Zuchtkolonie wird generell fir gemischte genetische Hintergrinde empfohlen
[PHILLIPS ¢ al., 1999]. AuBerdem wurde der Tph7-/- Genotyp acht Generationen auf den
Inzuchtstamm C57BL/6 rickgekreuzt (BL/6 Tph1-/-) und beide genetischen Hintergrinde
zur gegenseitigen Verifizierung der Ergebnisse verwendet.

Die transgenen NTRo-Miuse wurden direkt im Inzuchtstamm C57BL/6 generiert, um sie in
Zukunft ohne Komplikationen mit den C57BL/6 Tphl-/- zum Erhalt doppelt transgener

Tiere verpaaren zu kénnen.

7.2 Transgene Techniken

721 Standardtechniken

Zur Manipulation von Mauseembryos und Versuchstieren zur Generierung transgener Tiere
wurde weitestgehend auf die in der Literatur beschrieben Techniken zurtckgegriffen
[NAGY e# al., 2003; SCHENKEL, 2000], die daher im Folgenden nur kurz beschrieben werden.
Operationsbesteck (Fine Science Tools) wurde thermisch sterilisiert, die Durchftihrung

erfolgte in Zusammenarbeit mit MONIKA DOPATKA.

7.2.2  Superovulation

Die hormonelle Superovulation erfolgte durch eine kombinierte Verwendung vom Serum
trichtiger Stuten (Intergonan, Vemie) und humanem Choriongonadotropin (Perdolon,
Organon) bei 4 - 6 Wochen alten Weibchen, wobei zunichst 7 IE Intergonan und 48 h spiter
7 IE Perdolon zp. injiziert wurden. Etwa drei Stunden vor der anschlieBenden Dunkelphase
erfolgte die Verpaarung, bei deren Erfolg am nichsten Morgen ein Vaginalpfropf zu sehen

war.

7.2.3  Zygotenisolierung

Superovulierte Spenderweibchen wurden nach erfolgter Verpaarung durch cervikale
Dislokation getdtet und die Eileiter entnommen. Diese wurden bis zur Weiterverarbeitung bei
37 °C in konkaven Kulturschalen aufbewahrt, die mit M2-Medium (Sigma) geftllt waren. Die
Eileiter wurden nacheinander in neues M2-Medium uberfihrt, die Zygoten unter
stereomikroskopischer Betrachtung jeweils durch Offnen der Eileiterampullen mit zwei
Mikrodissektionspinzetten freigesetzt und die leeren Eileiter entfernt. Die Zygoten wurden
dann 10 min bei 37 °C mit 0,3 g/I. Hyaluronidase inkubiert, mit einer Mundkapillare

vereinzelt und durch schrittweise Uberﬁ'ihrung zunachst in neues M2- und dann in M16-
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Medium (Sigma) von den umgebenden Cumuluszellen befreit. Das M16-Medium wurde mit
Mineral6l iberschichtet und bis zur Mikroinjektion der Zygoten bei 37 °C in wasserdampf-

gesittigter Atmosphire mit 5 % (v/v) CO, inkubiert.

7.2.4  Vorkerninjektion

Die Mikroinjektion erfolgte in mit Mineraldl tberschichtetem M2-Medium (Sigma) auf einem
Objekttriger mit Vertiefung. Die verwendete Mikroinjektionsanlage bestand aus einem
Mikroskop (DMIRB, Leica), zwei Mikromanipulatoren (TransferMan Nk2, Eppendorf) und
einem Mikroinjektor (Transjector 5246, Eppendorf). Die Eizellen wurden mit einer
Haltekapillare (Haltepipette Standard, BioMedical Instuments) fixiert und die Injektions-
kapillare (Pronucleus Typ Barnow, BioMedical Instuments) durch die Zona pellucida und das
Cytoplasma in den mainnlichen Vorkern gestochen (Abb.IL.3). Die Injektion der DNA-
Losung erfolgte, bis der Vorkern angeschwollen war. Injizierte Eizellen wurden in M16-
Medium (Sigma) bei 37°C und wasserdampfgesittigter Atmosphire mit 5% (v/v) CO, bis
zum Erreichen des Zweizellstadiums aufbewahrt, um intakte von nicht mehr teilungsfihigen

Eizellen unterscheiden zu konnen.

Haltekapillare

Polkérperchen

Vorkern

Injektions-
kapillare

Nucleoli

Abb. II.3: Mikroinjektion einer Zygote. Die Eizellen wurden mit einer Haltekapillare fixiert
und die entsprechende DNA-Losung durch eine Injektionskapillare in den minnlichen Vorkern
eingebracht [SCHENKEL, 20006].
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7.2.5  Generierung scheintréchtiger Ammen und Ovidukttransfer

Scheintrichtige Ammen wurden durch Verpaarung mit vasektomierten Minnchen erzeugt,
deren Samenleiter durchtrennt sind. Bei erfolgter Kopulation war am nichsten Morgen ein
Vaginalpfropf zu sehen. Diese Tiere wurden narkotisiert (150 pg/g Ketamin und 2 pg/g Xyla-
zin) wonach ihnen durch einen dorsalen Schnitt Ovar, Uterus und Ovidukt herausgezogen
wurden. Das Gewebe um den Eileiter wurde geéffnet und ca. 20 Eizellen in M2-Medium
(Sigma) mit Hilfe einer Mundkapillare durch das Infundibilum in den Eileiter injiziert.
AnschlieBend wurden die entnommenen Organe wieder in die Bauchhéhle gelegt und die
Bauchdecke mit einer Klammer verschlossen. Mit dem zweiten Uterushorn wurde ebenso

verfahren. Die Geburt der transgenen Nachkommen erfolgte etwa 19 Tage spater.

7.3 Schwanzbiopsie

Potenziell transgenen Nachkommen wurden im Alter von 5- 6 Wochen etwa 0,5 cm der
Schwanzspitze abgetrennt, wobei die auftretende Wunde thermisch verddet wurde. Die

weitere Aufarbeitung ist unter I1.3.1.2 beschrieben.

7.4 Fiitterungsexperimente

Falls notwendig fasteten die Tiere fir 24h bei freiem Zugang zu Wasser. Die
Gesamtfutteraufnahme wurde sowohl in Tieren mit als auch ohne vorherigen Nahrungsentzug
untersucht. Fir die Futterungsexperimente wurden Tiere verwendet, die duchschnittlich zwolf
Wochen alt waren und vor und wihrend der Tests einzeln gehalten wurden. Die Fitterungen
fingen jeweils mit Beginn der Dunkelphase an. Futter fir hochkalorige Diiten, das 60 %
seines Energiegehaltes als Fett enthilt, wurde iber die Firma ResearchDiets Inc. bezogen.
5-HT und D-Fenfluramin wurden in physiologischer Kochsalzlosung [0,9 % (w/v) NaCl]
gelost und zp. in einem Volumen von 10 mL/kg verabreicht, wobei Kontrolltiere nur
Kochsalzlésung erhielten. 5-HT wurde 30 min vor einer einstiindigen Fitterung und

D-Fenfluramin 20 min vor einer zweistiindigen Futterung injiziert.

7.5 GNTR-vermittelte B-Zellablation

Transgenen GNTR-Tieren wurde 50 ng/g CB1954 in Injektionslosung Uber einen Zeitraum

von sechs Tagen jeden zweiten Tag 7p. verabreicht.

Injektionslésung........cvveeeneenee NMP : PEG 300: 0,9 % (w/v) NaCl = 2:7:27
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7.6 Glucose- and Insulinmessungen

Die Versuchstiere wurden zunichst mit Natriumbarbiturat (0,72 g/kg) betiubt und wihrend
aller nachfolgenden Schritte dutrch eine auf 37 °C geheizte Wirmplatte (Leica HI 1220) vor
Unterkiihlung bewahrt. Auf andere gingige Anisthetika wie Ketamin/Xylazin oder
Diethylether konnte nicht zurlchgegriffen werden, da diese den Blutglucosespiegel
beeinflussen [CARDOSO et al., 2005; SAHA e al., 2005]. Die Blutentnahme erfolgte aus der vena
cava inferior, dem retrobulbaren Plexus oder durch Schwanzbiopsie (0,5 mm). Die
Glucosckonzentrationen wurden jeweils doppelt bestimmt (B glucose analyzer, HemoCue),
die Insulinkonzentrationen wurden ebenfalls in Dubletten immunohistochemisch
(Ultrasensitive Mouse Insulin ELISA Kit, Mercodia) ermittelt, wobei nach Herstellerangaben
vorgegangen wurde. Die Auswertung sigmoidaler Standardkurven erfolgte mit Hilfe einer
logistischen 4-Parameter Regression (OriginPro). Fir frithe postnatale Messungen wurde das
Blut nach Dekapitation aus der Halsschlagader entnommen und fiir Glucose- (s. 0.) und
Insulinmessungen (OneTouch Ultra, LifeScan) verwendet.

Fur Glucosetoleranztests wurden die Tiere tiber Nacht ausgentichtert und ihnen 2 g/kg Glc 7.p.
injiziert. Zur Bestimmung des Einflusses von 5-HT auf die Glucosehimostase wurde es in
physiologischer Kochsalzlosung (0,9 % (w/v) NaCl) gelost und 30 min vor dem Beginn des
Glucosetoleranztests in einem Volumen von 10 mL/kg 7p. verabreicht. Pargylin (75 mg/kg)

wurde im gleichen Volumen ebenfalls in physiologischer Kochsalzlésung zp. injiziert.

7.7 Manipulation der peripheren 5-HT Spiegel

Die peripheren 5-HT-Spiegel von Tpht-/- Tieren wurden durch subkutane Injektionen mit
5-HTP (50 mg/kg) an drei aufeinander folgenden Tagen erhoht [LESURTEL ef al., 20006].

7.8 Bestimmung klinisch-serologischer Parameter

Blut zur Gewinnung von Serum oder Plasma wurde wie beschrieben aus der vena cava inferior
entnommen [WALTHER e al, 2003c], wobei das Blut fur Plasmaproben mit 30 U/mL
Li-Heparin versetzt wurde. Serologische Untersuchungen wurden vom tierklinischen Labor

der VetMedLab GmbH durchgefihrt.

7.9 Immunbhistologische Untersuchungen

Pankreasschnitte und Immunfirbungen wurden wie bereits beschrieben [MENEGHEL-
ROZz0 et al., 2004] durchgefiihrt und fir 16 h bei 4 °C mit anti-Insulin und anti-S100

Antikérpern inkubiert. Danach folgte die Inkubation mit den entsprechenden fluoreszenz-
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markierten anti-Maus Alexa 488 and anti-Kaninchen Alexa 647 Antikérpern fir eine Stunde
bei Raumtemperatur. Die Fluoreszenz wurde mit einem konfokalen Mikroskop (Leica TCS
SP2 AOBS, Leica Microsystems) bei 488 nm und 633 nm aufgenommen und die Bilder mit

konfokaler Software (Leica Microsystems) morphometrisch analysiert.

8 Statistik

Bei den in Diagrammen gezeigten Daten handelt es sich, wenn nicht anders angegeben, um
die Mittelwerte der Datenreihen = Mittelwertabweichung. Das Signifikanzniveau zwischen
verschiedenen Datenreihen wurde mit Hilfe von zweiseitigen t-Tests Typ 3 bestimmt, dabei

wurden Irrtumswahrscheinlichkeiten von P < 0,05 als statistisch signifikant angesehen.
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II1 ERGEBNISSE
1 TPH1-defiziente Tiere
1.1 Klinisch-serologische Parameter

Um einen generellen Uberblick iiber den Gesundheitszustand der TPH1-defizienten Tiere zu
bekommen, wurden verschiedene serologisch-klinische Parameter (Absch. I1.7.8) in deren
Blut bestimmt (Tab. II1.1). Dazu zihlten unter anderem o-Amylase und Lipase, die bei
Erkrankungen des Pankreas erhéhte Werte aufweisen [CORSETTI efal, 1993], bei den
untersuchten Tieren jedoch unauffillig waren. Die erhéhten Werte der Serumproteine, des
Serumalbumins, der Alanin-Amino-Transferase (ALT), der Aspartat-Amino-Transferase
(AAT) und der Glutamat-Dehydrogenase (GDH) deuten auf Schidigungen der Leber hin
[RYDER ¢# al, 2001] und stehen im FEinklang mit fritheren Befunden einer verringerten

Leberregenerationskapazitit detr Tph7-/- Tiere [LESURTEL et al., 2000].

Tabelle ITI.1: Serologische Parameter von Tph7-/- Miusen.

Klinischer Parameter Tphl+/+" Tpht-/- Einheit t-test2;3
Harnstoff 27+3 267 mg/dL N.S.
Serumprotein (total)* 38+0,2 41+02 g/dL P < 0,007
Serumalbumin® 24101 2,610,1 g/dL P < 0,005
Bilirubin (total) 0,13 + 0,01 0,14 £ 0,02 mg/dL N.S.
ALT (GPT)* 18+ 2 319 U/L P < 0,001
AST (GOT)* 443 59%+9 U/L P < 0,001
Alk. Phosphatase 102 + 33 108 + 27 U/L N.S.
GDH* 5%1 8+3 U/L P <0,03
Gallensaure 2,8+ 0,7 2,4 +0,7 uM N.S.
a-Amylase” 2225 + 176 2232 + 381 U/L N.S.
Lipase” 19+3 20+ 6 U/L N.S.
Cholesterin* 60+5 58+9 mg/dL N.S.
Triglyceride (total)’ 69 £ 11 76 £ 16 mg/dL N.S.
an = 15 Miuse; PPankreasmarker; cerhéhte Leberwerte; dnormale Leberwerte; ALT: Alanin-

Amino-Transferase (auch Glutamat-Pyruvat-Transaminase); AST: Aspartat-Amino-Transferase
(auch Glutamat-Oxalacetat-Transaminase); GDH: Glutamat-Dehydrogenase; N.S.: Unterschied
nicht signifikant.
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1.2 Periphere und zentrale Effekte von 5-HT auf die Futteraufnahme

1.21 Ubergewicht

Tph1-/- Miuse haben eine signifikant erhohte Fetteinlagerung mit einer mittleren
Gewichtszunahme gegeniiber dem Wildtyp von 4 -5 g (Abb IIL.1). Um einen genetischen
Drift als Ursache auszuschlieBen, wurden minnliche Tiere aus drei unterschiedlichen
Zuchtkolonien tber einen Zeitraum von finf Jahren wochentlich gewogen. Ab einem Alter
von vier Wochen trat ein etwa 17 %iges Ubergewicht auf, welches auf eine Stérung des
Metabolismus der 5-HT-defizienten Maiuse hindeutet. Dies bestitigte sich selbst in
heterozygoten Tieren beiderlei Geschlechts, die fir acht Generationen auf den Inzuchtstamm
C57BL/6 riickgekreuzt wurden. Das Ubergewicht ist vergleichbar mit der Gewichtsdifferenz
adulter 5-HT,-Rezeptor-defizienter Mause (5-HT,~/-) [NONOGAKI e/ al,, 1998] und steht im
Einklang mit der erhéhten Fetteinlagerung von TPH-Mutanten des Fadenwurms C. elegans

[SZE et al., 2000].
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Abb. ITL.1: Ubergewicht von Tph1-/- Miusen. (A) Gewichtszunahme minnlicher Tph7-/-
Miuse (C57BL/6 x 129SvEvBrd Kreuzung in der F11-Generation) (n = 1606) und ihrer wt-
Wutfgeschwister (n = 1118). Tph7-/- Miuse reichern im Laufe ihres Lebens signifikant meht
abdominales Fett an. *P < 0,05 fur jede Woche; im Mittel *P < 0,003. (B,C) Eine vergleichbare
Gewichtszunahme tritt auch bei Tph7-/+ Miusen auf, die fur 8 Generationen auf den
Inzuchtstamm C57BL/6 ruckgekreuzt wurden. Die 12 Wochen alten minnlichen (B) und

weiblichen (C) Tiere besitzen ein signifikant erhohtes Kérpergewicht im Vergleich zum Wildtyp.
*P <0,03;n=>5.

1.2.2  Maximalgewicht

Unbeachtet dessen erreichten die Mause beider Genotypen durch eine hochkalorige Didt mit
60 % Fettanteil innerhalb von 60 Tagen ein dhnliches Maximalgewicht von (44 +4)g
(Abb. I11.2). Dies deckt sich mit der Beobachtung, dass Tph7-/- Miuse sich in ihrer Linge
(Abstand Nase zu Schwanzspitze) nicht vom Wildtyp unterscheiden und bestitigt dartiber
hinaus frihere Studien, in denen der Koérper auf hochkalorige Didten nicht mit einer

unbegrenzten Gewichtszunahme reagiert hat, sondern sich ein Gleichgewicht bei einem
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erhohten Korpergewicht einstellte [KEESEY ez al., 1984; TREMBLAY, 2004]. Interessanterweise
waten wie bei hyperphagischen jung-adulten 5-HT,~/- Miusen [NONOGAKI ¢f al., 1998]
weder die Leptingehalte im Blutplasma noch irgendwelche der untersuchten gastrointestinalen
Parameter wie Darmbeweglichkeit und Elektrolythimostase bei den Tph7-/- Miusen

verindert [WALTHER, unvertffentlichte Daten; WILHELM, 2005].

Hochkalorige Diat
@ 45+ * | NHO
- * @F O
S " #F oo dbb;
i (OO
z 40 THE gk Xy OO
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2 35+ o)
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Abb. ITL.2: Tph1-/- und wt-Miuse erreichen das gleiche Maximalgewicht. Durch eine
hochkalorige Didt (60 % Fett) stabilisierte sich das Gewicht der Mause beider Genotypen bei etwa
44 ¢. Die unterschiedlichen Kérpergewichte gleichen sich zunehmend an und sind ab Tag 7 nicht
mehr signifikant unterschiedlich. *P < 0,05; n = 11.

1.2.3  Lokomotorische Aktivitit

Eine verminderte Bewegung kénnte das beobachtete Ubergewicht verursachen, die
lokomotorische Aktivitit war in einer Reihe verschiedener Verhaltenstests jedoch nicht
verringert [WALTHER e a/,, 2003b] und auch die Kifigaktivitit (bome cage activity) der beiden
Genotypen war unverdndert (Abb. II1.3). Dies schlie3t ein Bewegungsdefizit als Ursache fur
das beobachtete Ubergewicht aus. Dariiber hinaus war die zirkadiane Rhythmik nicht von der

peripheren 5-HT-Defizienz beeinflusst.

O Tph1+/+
® Tph1-/-

Aktivitat im Kafig (10° Ereignisse)

Abb. ITL.3: Tph1-/- und wt-Miuse bewegen sich gleichermafBlen. Aktivitit von Tph7-/-
Miusen und wt-Wurfgeschwistern in ihrem Kifig. Infrarotsensoren zeichnen die Aktivitit der
Tiere durch Detektion ihrer Kérperwirme und deren rdumlicher Bewegung auf. Dunkelphasen
des kunstlichen Lichtzyklus sind grau hintetlegt. Tph7-/- Miuse unterscheiden sich weder in ihrer
Aktivitit noch im 24 h Rhythmus von wt-Tieren. n = 12.
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1.2.4  Futteranfnabme

Ein moglicher Grund fir die Gewichtsdifferenz kénnte eine verdnderte Futteraufnahme sein.
Um dies zu untersuchen, wurden zwolf Wochen alte Tph7-/- Miuse und ihre wt-
Waurfgeschwister mit und ohne vorherigen Nahrungsentzug fiir 24 h gefiittert (Absch. 11.7.4;
Abb. IT1.4). Wie sich zeigte, war die Nettofutteraufnahme von Tph7-/- Miusen unter beiden

Bedingungen signifikant erhoht.

24 h Fatterung
|oTpht +/+ *
mTpht -/-

*

Abb. II1.4: Die Futteraufnahme der Tph7-/- Miuse ist
ethoht. Tph7-/- Miuse nehmen bei freiem Futterzugang
unter normalen Bedingungen und nach 24-stindigem Fasten

eine signifikant erhéhte Futtermenge im Vergleich zu wt-
Tieren auf. t-Test1;2: *P < 0,05; n = 10.

Nettofutteraufnahme
pro Maus (g)
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1.2.5  Zentralnervise Regulation der Futteranfnabme

Um herauszufinden, ob in TPH1-defizienten Tieren die Regulierung der Futteraufnahme
zentralnervos gestort ist, wurde den Miusen das Anorektikum D-Fenfluramin verabreicht. Es
reduziert die Futterautnahme tber seine 5-HT-freisetzende Wirkung im Gehirn und Agonist
des 5-HT,-Rezeptors, dessen Stimulierung seinerseits Melanocortin 4-Rezeptoren aktiviert
[GARATTINI ¢# al., 1986; VICKERS ¢7 al., 2001; HEISLER ¢ al., 2002; SMITH e? al., 2006; LAM et al.,
2008]. Dabei unterschieden sich Tph7-/- und Tph1+/+ Miuse nicht (Abb. IIL.5). Eine Dosis
von 1 mg/kg zeigte keinen signifikanten Effekt, erst eine hohere Dosierung von 3 mg/kg
reduzierte die Futteraufnahme bei beiden Genotypen gleichermallen. In der Peripherie von
Tph1-/- Mausen fehlt die 5-HT-Synthese zwar vollig, im zentralen Nervensystem (ZNS) sind
die 5-HT-Spiegel jedoch normal, weshalb sich der Effekt des im ZNS wirkenden
D-Fenfluramins nicht zwischen den beiden Genotypen unterscheidet. Die erhéhte
Futteraufnahme und das daraus resultierende Ubergewicht der Tph7-/- Miuse muss folglich

durch gestorte periphere Sittigungsmechanismen verursacht werden.

2 h Fitterung

o 501 oTpht +/+ Abb. III.5: Der zentrale Sittigungseffekt von Fen-
£ = wTpht -/- fluramin ist unverindert. Eine Dosis von 1 mg/kg
g 4T Korpergewicht des Anoretikums Fenfluramin, 20 min
%aso_ vor der Fitterung verabreicht, verinderte eine zwei-
£35 * stundige Futterung nicht, wihrend 3 mg/kg die Futter-
s 20+ aufnahme in fir beide Genotypen gleichem Malle
g 10 signifikant verringerte. *P < 0,05; n =11 bis 13 pro
2 Gruppe.
0

o 1 3 0o 1 3
Fenfluramin (mg/kg)



TIT ERGEBNISSE 55

1.2.6  Periphere Regulation der Futteraufnahme

Der Einfluss von 5-HT auf die Sittigungsregulation in der Peripherie wurde durch
systemische 5-HT-Verabreichungen niher untersucht (Abb. II1.6). Dabei reagierten Tphl-/-
Miuse sensitiver auf den sittigenden Effekt von 5-HT als wt-Tiere; beide Dosierungen
(2 mg/kg und 4 mg/kg) reduzierten die Futteraufnahme der TPH1-defizienten Tiere in
cinstiindigen Fitterungsexperimenten signifikant, wihrend die Kontrollmduse nur nach der
héheren Dosis die Futteraufnahme verminderten. Da 5-HT die Blut-Hirn-Schranke nicht
tberwinden kann [FLETCHER, 1987], werden die 5-HT-Spiegel im Gehirn durch die
intraperitoneale Verabreichung nicht verindert, der beobachtete sittigende Effekt von 5-HT
wird folglich durch verinderte periphere Sittigungsmechanismen hervorgerufen. Die erhohte
Sensitivitit der TPH1-defizienten Tiere wird vermutlich durch eine Adaption peripherer

5-HT-Rezeptoren an die fehlende periphere 5-HT-Synthese verursacht.

1 h Futterung

40 - oTpht +/+ . .
mTph1-/- Abb.IIL6: Der periphere Sittigungseffekt von 5-HT

ist in Tph1-/- Miusen verstitkt. Tph7-/- Miuse
reagieren sensibler auf den peripheren Sittigungseffekt von
5-HT als wt-Tiere. Die angegebene Dosis 5-HT wurde
30 min vor einer einstiindigen Futterung zp. verabreicht.
*P < 0,05, n =11 bis 13 pro Gruppe.

Relative Futteraufnahme
(9/kg)

5-HT (mg/kg)

1.3 Morphologie des Pankreas

Da das Pankreas eine zentrale Rolle bei der peripheren Regulation der Futterautnahme spielt
und 5-HT enthilt [EKHOLM efal, 1971; GYLFE, 1978], konnte eine morphologische
Verinderung und die daraus resultierende Fehlfunktion des Pankreas das Ubergewicht der
Tph1-/- Miuse verursachen. Zunichst wurde tberpruft, ob das Pankreas von Tph7-/- Mausen
als peripheres Organ serotonindefizient ist (Abb. II1.7 A). Tatsichlich enthilt das Pankreas
von Tphl-/- Miusen etwa 90 % weniger 5-HT als das von wt-Miusen. Die verbleibenden
10 % sind hochstwahrscheinlich auf Projektionen serotonerger Neuronen in das Pankreas
zurtickzufthren [KIRCHGESSNER e¢f a/., 1991] oder wurden tGber die Nahrung aufgenommen.

Als weiterer Parameter wurde das Pankreasgewicht bestimmt; es ist bei beiden Genotypen
vergleichbar (Tph1+/+: (150 + 30) mg, n = 27; Tph1-/-: (160 + 40) mg, n = 30). Auch die
Pankreasmorphologie, die mit Hilfe von Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht wurde
(Absch. I1.7.9), unterscheidet sich zwischen Tph7-/- und wt-Mdusen nicht (Abb. IIL7 B).

Dartber hinaus unterschieden sich die Abmessungen einzelner Inseln in einer software-
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gestiitzten morphometrischen Analyse von Stapeln konfokaler Bilder nicht (Abb. II1.7 C).
Morphologisch sind die Pankreata und Inseln von TPHI1-defizienten Tieren unter den

untersuchten Gesichtspunkten also normal.
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Abb. II1.7: Tph1-/-Pankreata fehlt 5-HT, aber sie sind morphologisch normal. (A) Der
Serotoningehalt des Pankreas von Tph7-/- Miusen ist signifikant erniedrigt und betrdgt nur etwa
10 % des wt-Wertes. *P < 0,05; n = 6. (B) Konfokale Bilder von Pankreasschnitten von wt- und
Tph1-/- Miusen (postnataler Tag 3) mit anti-Insulin gefirbten Inselzellen (grin) und anti-S100
gefirbten Dukte (rot) zeigen keine morphologischen Unterschiede. Gezeigt sind Stapel aus
20 Bildern (10 um), um die lingeren Dukte zu erfassen (Skalierung = 70 uM). (C) Einzelne Inseln
der beiden Genotypen unterscheiden sich in morphometrischen Analysen ihrer Abmessungen
nicht (Tph1-/-: n = 29; wt: n = 30).

1.4 Glucosehomoostase

Um eine Fehlfunktion des Pankreas als Ursache auszuschlieBen, wurden die basalen
Blutglucosekonzentrationen in Mausen mit freiem Futterzugang gemessen (Absch. I1.7.6). Alle
anderen Pankreasmarker waren in ausfiuhtlichen serologisch-klinischen Tests bei den Tph7-/-
Maiusen unverindert (Tab. II1.1), die basalen Blutglucosekonzentrationen von Miusen mit
freiem Futterzugang waren erstaunlicherweise dennoch signifikant erhéht (Abb. IIL8 A).
Diese Hyperglykiamie trat sehr frith, bereits 14 Tage nach der Geburt, auf und setzte sich bis
zu adulten Tph1-/- Tieren fort, was auf eine anhaltende Glucoseintoleranz hindeutet. Eine
Stérung der Glucosehomdostase wurde auch in Glucosetoleranztests niichterner Tiere mit
intraperitoneal verabreichter Glucoselosung bestitigt, in denen die Blutglucosespiegel
jung-adulter Tph7-/- Miuse wihrend des gesamten Zeitverlaufs signifikant erhoht waten
(Abb. IIL.8 B).

Um zu testen, ob die Wirkung von Insulin in Fett- und Muskelzellen durch die periphere
5-HT-Defizienz verindert ist, wurden Insulintoleranztests durchgefthrt. In diesen zeigten

junge adulte TPH1-defiziente Miuse eine leichte, jedoch signifikante Insulinresistenz

(Abb. 1118 C).
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Abb. IT1.8: Hyperglykimie und Insulinresistenz von Tph7-/- Miusen. (A) Wihrend die
basalen Blutglucosespiegel in Tph7-/- Miusen mit freiem Futterzugang drei Tage nach der Geburt
(P3) noch erniedrigt sind, entwickelt sich bis P14 cine signifikante Hyperglykimie (P3: n = 20;
P14: n=5) im Vergleich zu wt-Tieren (P3: n=11; P14: n =5), die auch in adulten Tieren
erhalten bleibt (n =6 pro Genotyp). *P < 0,05. (B) In Glucosetoleranztests (2 g/kg Korpet-
gewicht) mit nuchternen Tieren zeigten Tph7-/- Miuse im beobachteten Zeitraum signifikant
hohere Blutglucosespiegel als wt-Tiere. *P < 0,05; #=06. (C) Insulintoleranztests (0,75 Ein-
heiten/kg Korpergewicht) offenbarten eine milde, jedoch signifikante Insulinresistenz der Tph7-/-
Mause. *P < 0,05; » = 6.

1.5 Insulinsekretion

Die Ursache fiir die beobachtete Hyperglykimie wurde durch Glucosetoleranztests an
36 - 38 Wochen alten Tph7-/- Mausen genauer analysiert (Abb. I11.9, A - C). Bei diesen Untet-
suchungen wurden jeweils vor Beginn und 30 min nach der Glucoseverabreichung die
Glucose- und Insulinspiegel bestimmt (Absch. I1.7.6). Sie deckten eine primire Fehlfunktion
der B-Zellen bei der glucoseinduzierten Insulinsekretion auf, die ein Schlisselkriterium des
juvenilen Erwachsenendiabetes (MODY) ist, einer familidren Diabetesform mit autosomal
dominanter Vererbung (Absch. 1.4.4.4). Sowohl die Glucosewerte als auch die Verhiltnisse
von Glucose zu Insulin waren in niichternem Zustand der Tiere signifikant erhéht. Dies weist
auf die FEinstellung eines Gleichgewichtes zwischen Insulin und Glucose auf einem im
Vergleich zum Wildtyp erhéhten Niveau hin. Des Weiteren waren die Glucosespiegel im Blut
30 min nach der Glucosegabe signifikant erhoht und die Insulinsekretion von Tph7-/- Tieren
lag deutlich unter dem wt-Niveau. Dies konnte auch bei ilteren Tieren mit dem gleichen
gemischten genetischen Hintergrund (Abb. I11.14) und bei zwolf Wochen alten Tph7-/- Tie-
ren des Inzuchtstammes C57BL/6 (Abb. I11.9, D-E) bestitigt werden.
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Abb. IT1.9: Diabetes und f-Zell-Fehlfunktion in Tph7-/- Miusen mit unterschiedlichen
genetischen Hintergriinden. (A -C) Glucosetoleranztest mit 36 - 38 Wochen alten
Tph1-/- Mausen (C57BL/6 x 129SvEvBrd Kreuzung in der F11-Generation). (A) Tph7-/- Miuse
zeigen eine Hyperglykimie mit einem Wert von 9,1 gegentiber 5,9 mM im Wildtyp. In Glucose-
toleranztests war sowohl der Wert als auch der Anstieg (Differenz) der Blutglucose nach 30 min
in Tph1-/- Miusen signifikant. (B) Niichterne Tph7-/- Tiete sind hyperinsulinimisch, sekretieren
nach Glucosestimulation jedoch deutlich verminderte Mengen an Insulin (siche Differenz). (C)
Die Verhiltnisse von Glucose zu Insulin sind nach der Glucosegabe in TPH1-defizienten Tieren
signifikant erhoht, was eine primire Fehlfunktion ihrer 3-Zellen belegt und die Diagnose eines
Diabetes mellitus erlaubt. Gezeigte Daten sind Mittelwerte aus zwei unabhingigen Experimenten,
die mit n =9 und n =06 Tieren pro Genotyp durchgefithrt wurden. *P < 0,05. (D - F) Eine
vetgleichbare [-Zell-Fehlfunktion tritt auch in 12 Wochen alten Tph7-/- Miusen auf, die fur
8 Generationen auf den Inzuchtstamm C57BL/6 ruckgekreuzt wurden. n =9 (wt) und n =7
(Tpht-/-). *P < 0,05.

1.6

1.6.1

Pharmakologische Ansitze

Manipulation der 5-HT Spiegel in vivo

Die gestorte Regulation der Blutglucosespiegel von 5-HT-defizienten Tieren deutet auf eine

wichtige Rolle von 5-HT bei der Glucosechomdostase hin. Um die Funktion von 5-HT in

diesem Zusammenhang weiter zu untersuchen, wurde den Tieren 5-HT verabreicht und

anschlieSend ihre Glucosetoleranz getestet. Um auch die Wirkung speziell von intrazellulirem

5-HT (|5-HT],) auf die Regulation der Blutglucosespiegel niher untersuchen zu kénnen, wurde

auf gingige Methoden zur pharmakologischen Manipulation von [5-HT]; zuriickgegriffen

(Abb. 111.10).
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Abb. II1.10: Der 5-HT-Metabolismus erlaubt die Manipulation intrazellulirer 5-HT-
Gehalte. 5-Hydroxytryptophan erhéht durch Umgehung des geschwindigkeitsbestimmenden
Schrittes die intrazelluliren 5-HT-Gehalte, da es durch die aromatische Aminosduredecarboxylase
(AADC) rasch zu 5-HT umgesetzt wird. Inhibitoren der Monoamin-Oxidase (MAO) wie Pargylin
verhindern den ersten Schritt des 5-HT-Abbaus und reichern so 5-HT in den Zellen an.

So blockiert beispielsweise Pargylin den Katabolismus von 5-HT und reichert frisch
synthetisiertes oder aufgenommenes 5-HT in den Zellen an [LUNDQUIST efal, 1971].
Zusitzlich zu Pargylin erhoht auch 5-Hydroxytryptophan (5-HTP), die direkte Vorstufe von
5-HT in dessen Biosynthese, die intrazelluliren 5-HT-Gehalte , indem es den geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt umgeht [LUNDQUIST ¢7 a/, 1971; FURMAN, 1974; LINDSTROM ¢/ al.,

1983; LESURTEL et al., 20006].

1.6.2  Hyperglkdmischer Effekt von systemischen 5-H'T

Die Wirkung extrazelluliren 5-HTs auf die Glucosehomdostase wurde durch systemische
Verabreichung von 5-HT 30 min vor einem Glucosetoleranztest untersucht (Abb. II1.11). Wie
sich dabei herausstellte, wiesen Mause beider Genotypen im Vergleich zu Glucosetoleranztests
ohne vorherige 5-HT-Verabreichung (vgl. Abb. II1.8 B) stark erh6hte Glucosespiegel auf und
der Unterschied zwischen beiden Genotypen war stark verringert und nicht mehr signifikant.
Dies weist auf einen inhibitorischen Einfluss extrazelluliren Serotonins auf die Insulin-
sekretion hin, der vermutlich tber den einzigen auf f-Zellen exprimierten 5-HT-Rezeptor,

den 5-HT, ,-Rezeptor, hervorgerufen wird [UVNAS-MOBERG ef al., 1996].

30+
% B51 B Abb. II1.11: Extrazellulires 5-HT witkt hyperglyki-
2 207 ?EJ’ misch. Eine systemische 5-HT-Verabreichung 30 min vor
§ 154 < einem Glucosetoleranztest erhéht die Blutglucosespiegel in
é, 101 'E Tiergl beider Genotypen erheblich (vgl. Abb. IIL.8 B). n =6
g @ oTph1 ++ pro Genotyp.
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1.6.3  Hypoglykdamischer Effekt von Pargylin

Bekanntlich ruft die systemische Applikation von Pargylin in Miusen eine Hypoglykidmie
hervor [LUNDQUIST e al., 1971]. Da Pargylin die intrazelluliren 5-HT-Gehalte erhoht, legt
dieser Befund eine Verstirkung der Insulinausschittung durch 5-HT nahe. Wenn
intrazelluldres 5-HT wirklich die Insulinsekretion verstarkt, sollte Pargylin nur auf wt-, nicht
jedoch auf Tph7-/- Miuse hypoglykimisch wirken, da diese nahezu kein 5-HT in der
Peripherie aufweisen und somit auch kein 5-HT-Katabolismus stattfindet, der von Pargylin
beeinflusst werden koénnte. Tatsichlich erniedrigte Pargylin bei wt-Tieren den Blutglucose-
spiegel von 6 auf etwa 4,3 mM, wihrend es bei Tph7-/- Miusen keine Hypoglykimie
induzierte (Abb. 111.12).

OTpht +/+ WTpht -I-
*

l Abb. II1.12: Intrazelluldres 5-HT wirkt hypoglykdmisch.
Die Erhéhung von [5-HT]; in niichternen Tieren durch
Verabreichung von Patgylin (75 mg/kg Korpergewicht) fuhrt
bei wt-Tieren zu eciner signifikanten Hypoglykimie nach
30 min, hat jedoch keine Auswirkungen auf Tph7-/- Miuse.
*P < 0,05 n = 6.

Blutglucose (mM)
O = N W H» U o N

Basal Pargylin

1.6.4  5-HTP normalisiert die 5-H'T-Spiegel

Mit Hilfe von 5-HTP lisst sich der von TPH katalysierte Schritt der 5-HT-Biosynthese
umgehen und die Konzentration von 5-HT erhoéhen (Abb. II1.10). Da das den Umsatz
katalysierende Enzym AADC intrazelluldr lokalisiert ist, wird durch 5-HTP-Verabreichung
primir der intrazellulire 5-HT-Spiegel erhoht, wobei mit fortschreitender Behandlung durch
exocytotische Prozesse auch der extrazellulire 5-HT-Spiegel angehoben wird. Eine mehrtigige
Behandlung von TPH1-defizienten Mausen mit 5-HTP (Absch. I1.7.7) erh6hte in der Tat die
5-HT-Spiegel im Vollblut auf etwa 50 ng/uL (Abb. II1.13). Dies liegt zwat deutlich tber dem
fir wt-Tiere bestimmten Wert, bewegt sich aber innerhalb des normalen Konzentrations-
bereiches, der maligeblich vom Thrombocytentiter abhingt, da etwa 99 % des 5-HT im
Vollblut in den Thrombocyten gespeichert ist (Absch. 1.3.2.1).
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= 6y *
S 50 o
e Abb. II1.13: 5-HTP erhoht 5-HT-Spiegel. Die 5-HT-
2 404 Spiegel im Vollblut von Tpht-/- Miusen wutrden durch
§ 30 - 5-HTP signifikant erhoht. 5-HTP (50 mg/kg Korpergewicht)
£ 204 wurde tber drei Tage je zweimal tdglich subkutan injiziert.
= n=28 (wt und Tpht!-/- +5-HTIP) und n=6 (Iphl-/-).
5 19 . *P < 0,005,

Tph1+/+ Tph1-/- Tphi-/-

PRI TP s

1.6.5  5-HTP normalisiert die Glucosehomiostase

Der Einfluss einer Normalisierung der 5-HT-Spiegel von TPH1-defizienten Tiere auf deren
Diabetesphinotyp wurde durch Glucosetoleranztests mit gleichzeitiger Messung der Glucose-
und Insulinkonzentrationen im Vollblut bestimmt. Wie sich zeigte, rekonstituierte die
Wiederherstellung ihrer 5-HT-Spiegel auch die Glucosechoméostase von Tphl-/- Miusen
(Abb. II1.14). Sowohl in niichternem Zustand als auch 30 min nach der Glucosegabe
unterschieden sich die Glucosespiegel nicht mehr von denen des Wildtyps. Auch die
Insulinkonzentrationen waren 24 h nach Futterentzug bei den Versuchsgruppen nahezu
identisch. Nach der Verabreichung der Glucose waren die Insulinspiegel der Tph7-/- mit
5-HTP zwar signifikant niedriger als im Wildtyp, erreichten aber im Vergleich zu
unbehandelten Tph7-/- Tieren signifikant hohere Werte, deten Niveau zwischen den

unbehandelten Tph7-/- und den wt-Tieren lag.
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Abb. IT1.14: Behandlung des Diabetes und der f-Zell-Fehlfunktion von Tph7-/- Miusen
durch 5-HTP. Glucosetoleranztests mit gleichzeitigen Glucose- (A) und Insulinbestimmungen
(B) zeigten den diabetischen Phinotyp von 64 - 70 Wochen alten Tph7-/- Miusen. Thre primire
B-Zell-Fehlfunktion duBlerte sich auch in einer signifikanten Erhohung der Verhiltnisse von
Glucose zu Insulin (C). Durch Injektionen mit 5-HTP, die die peripheren 5-HT-Spiegel erthdhen
(Abb. IIL.11), wurde der Phinotyp des Wildtyps wiederhergestellt. *P < 0,05, n =8 (wt und
Tph1-/- mit 5-HTP) und n = 6 (Iphl-/-).
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1.7 Lebenserwartung

Diabetes mellitus verkiirzt, wenn er nicht behandelt wird, normalerweise die durchschnittliche
Lebenserwartung deutlich, da zum einen die chronisch erh6hten Blutglucosekonzentrationen
die Gefille schidigen und zum anderen die Organe nur unzureichend mit Energie versorgt
werden [BELL e al, 2001; FAJANS et al, 2001]. Daher war zu erwarten, dass der diabetische
Phinotyp die Lebenserwartung der Tph7-/- Miuse deutlich verringert. Um dies zu bestitigen,
wurden 60 Wochen alte minnliche und weibliche Tiere beider Genotypen ohne weitere
Manipulation in Gruppen von zwei bis vier Tieren gehalten und ihre Uberlebensrate bestimmt.
Erstaunlicherweise zeigten Tph7-/- Miuse jedoch trotz ihres Diabetes keine der fiir diese
Krankheit typischen Beeintrichtigungen wie Retinopathie, Nephropathie oder Neuropathie
[WALTHER ¢/ al., 2003b; WALTHER ef al., 2003c] und sie lebten ebenso lange wie ihre wt-
Wurfgeschwister (Abb. II1.15). Zum Zeitpunkt der Niederschrift dieser Arbeit lebten zwar
noch sieben je 133 Wochen alte Tph7-/- Tiere, aufgrund des nahezu identischen
Kurvenverlaufs fiir beide Genotypen ist jedoch ein wesentlicher Unterschied der
Uberlebensraten dieser Tiere unwahrscheinlich. Die 5-HT-Defizienz verringert die primire
Himostase von Tph7-/- Mausen [WALTHER e/ al, 2003¢c; PETER ¢ al., 2007], daher bleiben
vermutlich die typischen vaskuldren Sekundirschiden von Diabetes aus und eine Verkiirzung

der Lebenserwartung der Tph7-/- Tiere wird dadurch verhindert.
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2 Insulinomzellen

2.1 Insulinsekretion

211 Intrazellulares 5-H'T verstirkt die Insulinsekretion

Um mogliche storende zentralnervose Einflusse von 5-HTP und Pargylin ausschliefen zu
konnen, wurde die stimulatorische Wirkung erhohter intrazellulirer 5-HT-Spiegel auf die
Insulinsekretion mit Hilfe von isolierten Zellen untersucht. Dabei diente die in der
Diabetesforschung hiufig verwendete Insulinomazelllinie RINmS5F aus Rattus norvegicus als
Modellsystem [RICHMOND e7 al., 1996; HAMID e al., 2002].

Wie zunidchst sichergestellt wurde, lassen sich RINm5F-Zellen durch Glucose zur Sekretion
von Insulin anregen (Abb. I11.16). Die Stimulation mit 33 mM Glc verdoppelte dabei in etwa
die Insulinsekretion. Dartiber hinaus wurde tberpriift, ob eine Vorinkubation mit 5-HTP oder
Pargylin, die die intrazelluliren 5-HT-Konzentration erhéht (Absch. II1.1.6.1), auch die
glucosestimulierte Insulinsekretion beeinflusst. Beide genannten Pharmaka steigerten die
Insulinsekretion deutlich: 500 uM 5-HTP erhohten die Sekretion um etwa 75 % und
20 uM Pargylin um ca. 80 %. Diese Befunde bestitigen den beobachteten Einfluss intra-
zelluliren 5-HTs auf die Glucosehomdoostase in Tieren (Absch. I11.1.6.3 und 111.1.6.5) und

legen eine entscheidende Rolle von intrazellulirem 5-HT als Modulator der Insulinsekretion

nahe.
250 RINm5F
a Abb. II1.16: Intrazellulires 5-HT fordert die Insulinse-
2200+ * i kretion. In Abwesenheit von Glucose sekretieren RINm5F-
5 1504 Zellen signifikant weniger Insulin. Bei Stimulation mit
© 33 mM Glucose verstirkte ein Anstieg der intrazelluliren
é 100+ 5-HT-Spiegel durch 5-HTP (500 uM; 3 h) oder Pargylin
= g5, * (20 uM; 3 h) die Insulinausschittung der RINm5F-Zellen
2 signifikant. *P < 0,05; # = 3. Gezeigt ist ein reprisentatives
0- Experiment aus drei Wiederholungen.
Kon- ohne 5-HTP Par-
trolle Gilc gylin

2.1.2  Die Inhibition von TGasen henmt die Insulinsekretion

In Thrombocyten dient intrazelluldres 5-HT als Substrat fiir Transglutaminasen (T'Gasen), die
die Aktivitit ihrer Zielproteine durch Serotonylierungen modulieren (Absch. 1.2.3.2), was zur
Exocytose proaggulatorischer Vesikel fithrt [WALTHER e7 a/, 2003c]. In Analogie dazu konnte

die Serotonylierung auch an der Exocytose der B-Granula aus den pankreatischen B-Zellen
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beteiligt sein. Um diesen potenziellen Einfluss auf die Insulinsekretion zu untersuchen, wurde
die Serotonylierung in P-Zellen mit Hilfe des T'Gase-Inhibitors Cysteamin (CTA) gehemmt
und deren Fihigkeit zur Insulinsekretion bestimmt. Interessanterweise wurde die durch
Glucose induzierte Insulinausschiittung durch CTA signifikant um etwa 40 % verringert
(Abb. II1.17). Die Serotonylierung von Proteinen scheint also die Sekretion von Insulin

aus B-Zellen zu fordern.

100 -
—~ 80 A L . o .
= * Abb. III.17: Eine Inhibition der Serotonylierung redu-
2 60 - ziert die Insulinsekretion. Die Behandlung mit dem TGase-
= 40 - Inhibitor CTA (500 uM, 3 h) vermindert die Insulinausschiit-
2 tung von glucosestimulierten RINm5F-Zellen signifikant.

20 A *P < 0,05; #n = 4. Gezeigte Daten sind aus drei Experimenten

zusammengefasst.
Kontrolle CTA
2.2 Serotonylierung

221 B-Zellen serotonylieren zellulire Proteine

Die Serotonylierung wurde mit Hilfe von radioaktiv markiertem ["H]-5-HT quantifiziert und
zwei verschiedene murine Insulinom-Zelllinien untersucht: B-TC3 aus Mus musculus
[EFRAT e7 al., 1988] und die bereits oben genannte RINm5F aus Rattus norvegicus (Abb. 111.18).
Zunichst wurde die Aufnahme von 5-HT tber den 5-HT-Wiederaufnahmetransporter (SERT)
in die Zellen bestitigt, wie sie bereits fur andere Insulinom-Zelllinien und isolierte
LANGERHANS’sche Inselzellen beschrieben wurde [GYLFE, 1978; RICHMOND ef al, 1996;
SMITH et al., 1999]. Die Aufnahme erfolgte mit dhnlicher Kinetik in beiden Zelllinien und einer
Sittigung der sdureloslichen cytosolischen und vesikuliren Fraktion von 7500 cpm in BTC3-
und 20000 cpm in RINm5F-Zellen etwa 90 min nach Zugabe von ['H]-5-HT. Unter diesen
Bedingungen fand eine signifikante kovalente Bindung von [’H]-5-HT an die siureunldsliche
Proteinfraktion mit einer Radioaktivitit von 700 cpm in B-TC3- und 2300 cpm in RINm5F-
Zellen statt. Die Inkorporation konnte durch den TGase-Inhibitor CTA signifikant gehemmt
werden, der die kovalente Bindung in B-TC3 um 45 % und in B-TC3 um etwa 80 % verringert
hat. Dies belegt die TGase-Abhingigkeit der Reaktion und damit, dass die beobachtete

Inkorporation durch eine starke Serotonylierung zellulirer Proteine hervorgerufen wird.
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Abb. II1.18: Aufnahme und Proteininkorporation von [3H]-5-HT in Insulinomzellen.
(A) Unter stimulierenden Bedingungen (25 mM Glucose) nehmen B-TC3-Zellen 5-HT auf und
koppeln es kovalent an Proteine. CTA, ein Inhibitor von TGasen, reduzierte diese Protein-

inkorporation signifikant. *P < 0,05; #» = 3. (B) Unter vergleichbaren Bedingungen inkorporieren
auch RINmb5F-Zellen 5-HT in einer TGase-abhingigen Reaktion *P < 0,05; #» = 3.

2.2.2  Abban serotonylierter Proteine

Als nichstes wurde bestimmt, ob die Serotonylierung zellulidrer Proteine in -Zellen von der
Glucosckonzentration abhingt. Interessanterweise unterscheiden sich die Inkorporationsraten
von glucosestimulierten und unstimulierten RINm5F-Zellen nicht signifikant. Es konnte
jedoch mittlerweile gezeigt werden, dass Proteine, nachdem sie von TGasen konstitutiv
aktiviert worden sind, verstirkt durch Ubiquitinylierung fiir den proteasomalen Abbau
markiert werden [BOYER ¢7 al., 2006; DOYE ¢ al., 2006; GUILLUY ¢ al., 2007]. Dieser verstirkte
proteasomale Abbau serotonylierter Proteine konnte die beobachtete gleiche Netto-
inkorporation bei stimulierten und unstimulierten Zellen verursachen. Tatsichlich reichert der
proteasomale Inhibitor LLnL serotonylierte Proteine in glucosestimulierten RINm5F-Zellen,
nicht jedoch in unstimulierten Zellen, signifikant an (Abb. II1.19). Dieser Befund legt ein
Modell nahe, in dem mit einer erhéhten Insulinsekretion eine erhohte Aktivierung zellulirer
Proteine durch Serotonylierung einhergeht, jedoch andererseits auch deren Inaktivierung iiber

proteasomale Degradation verstirkt wird.
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§ " |mLinL Abb. III.19: Serotonylierte Proteine werden proteasomal
% 1204 abgebaut. Der proteasomale Inhibitor LLnL (50 uM, 3 h)
S 100+

reicherte serotonylierte Proteine in RINm5F-Zellen nur bei
hoher Glucosekonzentration an, nicht aber ohne Glucose.
Dies belegt cinen stirkeren Umsatz serotonylierter Proteine
unter stimulierenden Bedingungen. *P < 0,05; #» = 4. Gezeigt
ist ein reprisentatives Experiment aus drei Wiederholungen.
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2.2.3  Zielproteine

Die Identifikation der serotonylierten Proteine ist jedoch aufgrund der zahlreichen
Substratproteine der Transglutaminasen [ESPOSITO e a/, 2005] schwierig. Die Serotonylierung
kleiner GTPasen in Thrombocyten [WALTHER e/ a/, 2003c] und glatten Gefiimuskelzellen
[GUILLUY e7 al., 2007] legt jedoch nahe, dass sie auch in 3-Zellen als Substrat dienen. Von den
tber 100 bekannten kleinen GTPasen sind Rab3a und Rab27a malgeblich an der
Insulinsekretion beteiligt [YAEKURA ef al, 2003; KASAI ez al., 2005]. Wie wir dartber hinaus
zeigen konnten, ist Rab27a ein exzellentes Substrat fur die von TGasen vermittelte
konstitutive Aktivierung durch Monoaminylierung mit dem synthetischen Substrat MDC
[WALTHER ez al., 2003c]. Eine Serotonylierung von Rab3a und Rab27a in B-Zellen setzt
allerdings voraus, dass neben diesen beiden Proteinen auch alle anderen bislang bekannten
Komponenten der Serotonylierungsmaschinerie vorhanden sind. Dazu gehort der vesikuldre
Monoamintransporter 2 (VMAT2) und die TGase2. Wie durch Immunoblotting mit
kommerziell erhiltlichen Antikérpern sichergestellt wurde, exprimieren sowohl RINm5F- als
auch B-TC3-Zellen die genannten Proteine (Abb. I11.20). Wahrscheinlich gehéren also Rab3a

und Rab27a zu den Zielproteinen, die in B-Zellen serotonyliert werden.

B-TC3  RINmSF

VMAT? e == =
Abb. IT1.20: Die Serotonylierungsmaschinerie in B-Zel-

Rab3a . . P— » - len. Ein Immunoblot mit kommerziell erhiltlichen Anti-
kotrpern zeigt, dass die murinen Insulinomzelllinien B-TC3

Rab27a -’“ B und RINm5F alle zur postulierten Serotonylierung der Insu-

linsekretionsmaschinerie notwendigen Komponenten expri-

TGase2 w s micren. VMAT2 = Vesikulirer Monoamintransporter 2.

B-Actin w

2.2.4  Monoaminylierung von Rab27a

Synthetische Monoamine wie MDC und 5-(Biotinamido)-pentylamin (5-BAPA) eignen sich
sehr gut zur Visualisierung oder Anreicherung monoaminylierter Proteine 7z vitro. So ldsst sich
beispielsweise monodansyliertes Protein durch die Fluoreszenz des MDC mit UV-Licht
visualisieren [WALTHER ef al, 2003c|. Das Monoamin 5-BAPA besitzt eine funktionelle
Biotin-Gruppe, die durch ihre sehr starke Affinitit fur Avidin (Dissoziations-
konstante 10" mol/L) die spezifische Aufreinigung monoaminylierter Proteine aus kom-
plexen Proteingemischen und deren Detektion erlaubt. So wird etwa ein rekombinant

hergestelltes GST-Rab27a-Fusionsprotein 7z vitro von TGase2 mit 5-BAPA monoaminyliert
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und ldsst sich spezifisch im Immunoblot mit Streptavidin-HRPO nachweisen, wihrend GST
nicht umgesetzt wird (Abb. II1.21 A). Allerdings variiert die Spezifitit der TGasen fur ihre
Zielproteine je nach eingesetzter Aminkomponente stark. Wie sich beispielsweise in
quantitativen Monoaminylierungsexperimenten mit ['H]-markierten Aminen (Absch. I1.6.7)
zeigte, katalysiert TGase2 7z vitro die Serotonylierung, Histaminylierung und Dopaminylierung,
nicht jedoch die Noradrenylierung von Rab27a (Abb. II1.21 B). Die mit synthetischen
Monoaminen erzielten Ergebnisse lassen sich folglich nicht direkt auf natiirliche Substrate
tbertragen und es ist erforderlich, fir Zellkultur- und zz vivo-Experimente die interessierenden

biogenen Monoamine selbst zu verwenden.

A B Monoaminylierung
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Abb. III.21: Die Monoaminylierung von Rab27a ist von der Aminkomponente abhingig.
(A) Detektion von iz vitro mit 5-(Biotinamido)-pentylamin durch TGase2 monoaminyliertem
GST-Rab27a und N-Methylcasein (Positivkontrolle) in Immunoblots, die mit Streptavidin-HRP
entwickelt wurden. Als Negativkontrolle dient GST, eine SDS-PAGE mit anschlieBender
Coomassie-Firbung als Ladekontrolle. (B) Quantifizierung der Monoaminylierung von GST-
Rab27a mit [*H]-5-HT und anderen tritierten biogenen Monoaminen 7z vitro. TGase 2 katalysiert
bevorzugt die Histaminylierung von Rab27a. Auch tritiertes Serotonin und Dopamin wird
signifikant umgesetzt, nicht jedoch Noradrenalin. HA = Histamin, DA = Dopamin, NE = Not-
adrenalin. t-Test1;3: *P < 0,05; 7 = 3. Gezeigt sind Mittelwertdifferenzen zwischen Proben mit
und ohne TGase.

2.2.5  Serotonylierung von Rab3a und Rab27a

Um eine potenzielle Serotonylierung von Rab3a und Rab27a in -Zellen niher untersuchen zu
konnen, war es notwendig, diese Proteine spezifisch aus Zelllysaten zu isolieren. Eine hiufig
angewendete Methode zur Affinititsaufreinigung von Proteinen ist die Immunprizipitation.
Auf diese konnte jedoch nicht zuriickgegriffen werden, da die zur Verfigung stehenden
kommerziellen Antikérper gegen Rab3a und Rab27a sich fir native Aufreinigungen als
ungeeignet erwiesen haben. FEine weitere Moglichkeit bietet die Expression der zu
untersuchenden Proteine als Fusionsproteine, die mit einer Markierung aus sechs Histidinen
versehen wurden, iiber die sie an eine Nickel-Matrix binden und so gereinigt und detektiert

werden koénnen (Absch. I1.6.2). Dazu wurden RINm5F-Zellen stabil mit den Vektoren
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pT-6HRab3a und pT-6HRab27a transfiziert, die eine Expression der 6xH-markierten
GTPasen erlauben (Absch. I1.4.3 und 11.4.4). Aus diesen Zellen konnten die GTPasen
quantitativ isoliert und detektiert werden (Abb. I11.22). Die Identitit der isolierten Proteine
wurde mit den oben genannten spezifischen Antikérpern durch Immunoblotting tiberpriift
(nicht gezeigt).

Lysat Ni-NTAAP  Uberstand

Vektor
Vektor
6xH-
Rab3a
6xH-
Rab27a
Vektor
6xH-
Rab3a
Rab27a

6xH-

a 6xH-Rab27a
6xH-Rab3a

:
'

Penta-His

Abb. ITI1.22: Affinititsaufreinigung von Rab3a und Rab27a aus RINm5F-Zellen. Fir die
Affinititsaufreinigung (AP) von Histidin-markierten Rabs an Ni-NTA-Agarose wurden Lysate
stabil mit entsprechenden Konstrukten transfizierter RINm5F-Zellen eingesetzt. Der Immuno-
blot zeigt die quantitative Aufreinigung der tberexptrimierten Proteine aus den Lysaten (1/40 der
Gesamtmenge), in den Uberstinden (1/40 der Gesamtmenge) fehlt die spezifische immun-
reaktive Bande, die in den Lysaten vorhanden ist und durch die AP stark angereichert wird.

Mit Hilfe dieser hochsensitiven und quantitativen Affinitdtsaufreinigung wurde dann die
Serotonylierung von Rab3a und Rab27a untersucht. Dazu wurden entsprechend transfizierte
RINm5F-Zellen in An- oder Abwesenheit von TGase-Inhibitoren in glucosehaltigem Medium
kultiviert und fur Ni-Affinititsaufreinigungen (Absch. I1.6.2) eingesetzt. Die gereinigten
6xHis-markierten Proteine wurden durch anti-5-HT Immunoblotting analysiert (Abb. I111.23).
Tatsdchlich wird 5-HT sowohl an Rab3a als auch an Rab27a kovalent gebunden. Die TGase-
Inhibitoren MDC und CTA hemmen diese Reaktion und belegen, dass es sich um eine
Serotonylierung handelt. Rab3a und Rab27a werden also in glucosestimulierten B-Zellen
serotonyliert.

Vektor 6xH-Rab3a 6xH-Rab27a

E O E O E O
t 8 =t 38 =t 3d s
£ s0 20 2 =0
G | Rab27a
5-HT e 4 " L Rab3a
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Abb. III.23: Rab3a und Rab27a werden in RINmb5F-Zellen serotonyliert. Wie ein
Immunoblot mit 5-HT-spezifischen Antikérpern zeigt, werden Rab3a und Rab27a in einer durch
TGasen vermittelten Reaktion in f-Zellen serotonyliert, da sowohl MDC (100 uM, 48 h) als auch
CTA (200 uM, 48 h) diese Reaktion inhibieren. Als Ladekontrolle dient ein 5xHis-spezifischer
Antikorper, vektortransfizierte Zellen als Negativkontrolle. Gezeigt ist ein reprisentatives
Experiment aus vier Wiederholungen.
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2.2.6  Abban von serotonyliertem Rab3a und Rab27a

Bekanntlich wird serotonyliertes RhoA durch verstirkte Ubiquitinylierung fiir den
proteasomalen Abbau markiert [GUILLUY ef al, 2007]. Dies konnte ein allgemeiner Mecha-
nismus zur Inaktivierung von durch Serotonylierung konstitutiv aktivierten GTPasen sein. Um
zu untersuchen, ob dies auf Rab3a und Rab27a in B-Zellen zutrifft, wurde die Serotonylierung
dieser GTPasen quantifiziert (Absch. I1.6.8). Dazu wurden Inkorporationsstudien mit
[H]-5-HT an RINm5F-Zellen durchgefiihrt, die 6xH-markiertes Rab3a oder Rab27a
exprimierten (Abb. II1.24). Nach dreistiindiger Inkubation mit 1 pCi [’H]-5-HT in Medium
mit 30 mM Glucose in An- oder Abwesenheit des proteasomalen Inhibitors LLnL. (50 uM)
wurden die GTPasen mittels Ni-Affinititsaufreinigung isoliert und die Radioaktivitit der
Proteinproben bestimmt. Tatsdchlich wurden beide untersuchten GTPasen in B-Zellen
gegentiber der Kontrollprobe signifikant serotonyliert. Die Hemmung des Proteasoms mit
LLnL reicherte serotonyliertes Rab3a, nicht jedoch Rab27a signifikant an, zumindest zum
untersuchten Zeitpunkt 3h nach Glucosestimulation. Dieser Unterschied zwischen
6xH-Rab3a und 6xH-Rab27a konnte verschiedene Kinetiken ihres Abbaus widerspiegeln und
legt eine hohe Selektivitit dieses Prozesses nahe. Wie diese Ergebnisse zeigen, sind die
Signalproteine Rab3a und Rab27a, vermutlich neben verschiedenen anderen Proteinen, das

Ziel einer Serotonylierung wihrend der Insulinsekretion.

= —_—F = Abb. I11.24: Quantifizierung der Serotony-
§.400- * lierung von Rab3a und Rab27a in RINmS5F-
5300_ OKontrolle T Zellen. Die Inkorporat.ion. von [3H]j5—H'T in
2 ELLnL 6xH-Rab3a und Rab27a ist in glucosestimulierten
§200_ - = RINmb5F-Zellen im Vergleich zur vektortransfizier-
S S ten Kontrolle signifikant erhéht. Der proteasomale
B 100i—= Inhibitor LLaL (50 uM; 3 h) hemmt den Abbau
von Rab3a, nicht jedoch von Rab27a. *P < 0,05;

Vektor  6xH-Rab3a 6xH-Rab27a n= 3. Gezeigt ist ein reprisentatives Experiment

aus drei Wiederholungen.
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3 Erzeugung transgener TIDM-Miuse

3.1 Rationale fur das Tiermodell

Die durch die niedrigen 5-HT-Spiegel verringerte primiare Himostase verhindert vermutlich
die typischen Sekundirschiden von Diabetes in den Tph7-/- Mausen (Absch. II1.1.7). Diese
These sollte unter Verwendung eines weiteren Tiermodells fiir Diabetes verifiziert werden. Da
es zurzeit noch keine zuverlissige Methode zur Induktion eines T1DM gibt (Absch. IV.4)
[ROEP ¢t al, 2004], wurde ecin geeignetes Mausmodell fur Diabetes generiert, um die
postulierte gefillprotektive Wirkung verringerter Serotoninspiegel niher untersuchen zu
konnen. Ublicherweise werden die p-Zellen durch systemische Applikation von
Streptozotocin abgetétet, jedoch nur ca. 40 % der behandelten Miduse entwickeln einen
T1DM [REES ez al., 2005]. Nachteilig ist aulerdem das breite Nebenwirkungsspektrum von
Streptozotocin. Daher sollte ein alternatives, moglichst induzierbares Tiermodell fir T1DM

generiert werden.

3.2 Konstrukte

Das verwendete Modell basiert auf dem 7f#B-Gen, welches fir die Nitroreduktase (NTR) aus
E. coli codiert. Wird dieses Gen unter der Kontrolle eines P-Zell-spezifischen Promotors
exprimiert, so konnen [-Zellen durch systemische Applikation des inaktiven Protoxins
5-(Azaridin-1-yl)-2,4-Dinitrobenzamid (CB1954), das durch NTR in ein aktives Cytotoxin
umgewandelt wird [ANLEZARK ¢ al, 1992; MICHAEL e¢f al., 1994], ablatiert werden. Zellen, die
keine bakterielle NTR exprimieren, werden durch CB1954 nicht abgetdtet. Zur Steigerung der
Translationseffizienz wurden die Codons der bakteriellen ##r fiir murine Zellen optimiert (##r0)
[GROHMANN ¢f al., in Revision]. Zur leichteren Detektion der NTR wurde g an das 5-Ende
von #tro tusioniert, das resultierende Fusionsprotein aus GFP und NTR wird im Folgenden
GNTR genannt. Fur die Spezifitit der Zellablation ist die Wahl des Promotors entscheidend.
Zunichst wurde ein Konstrukt unter Verwendung des murinen Insulin2-Promotors
[SARVETNICK ¢ al., 1988] erstellt. Da es jedoch vermehrt Hinweise auf eine extrapankreatische
Expression von Insulin in Neuronen gibt [ALPERT e/ a/., 1988; HRYTSENKO e¢f al., 2007], wurde
ein weiteres Konstrukt mit einem Promotorfragment des Transkriptionsfaktors NkX2.2
erzeugt, das ecine P-Zell-spezifische Expression gewihrleistet [WATADA ezal, 2003,
DOYLE ez al., 2007]. Die entsprechenden Konstrukte pInGNA und pNkGNA wurden

hergestellt (Absch. I1.4.1) und zur Generierung transgener Tiere verwendet. Des Weiteren
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wurden die beiden Konstrukte pIRES-InGNA und pIRES-NkGNA generiert, die durch eine
IRES die polycistronische Expression von GNTR und einem Neomycinresistenzgen als

Selektionsmarker fir Zellkulturexperimente etlaubte.

3.3 Expressionsnachweis der gnzro mRNA

Die Expression der gnfro mRNA in B-Zellen wurde mit Hilfe der Konstrukte pIRES-InGNA
und pIRES-NkGNA untersucht, die mit AazII linearisiert und zur Transfektion von RINm5F
B-Zellen eingesetzt wurden. Stabile Transfektanden wurden durch dreiwochige Behandlung
mit 100 pg/ml. G418 selektioniert und als Mischklone verwendet. Deren RNA wurde isoliert
und in cDNA transkribiert; sie diente als Matrize fur eine PCR mit Primern, die spezifisch fur
gntro (GFP-fw/GFP-rev) oder Gapdh (mGapdh-fw/mGapdh-rev) sind (Absch. I1.1.3).

Die spezifischen Signale fiir gntro in transfizierten Zellen belegen eine Expression von
gntro mRNA (Abb. I11.25). Da diese Signale in parallelen Ansitzen ohne reverse Transkriptase
fehlen, kann es sich nicht um Artefakte durch Kontaminationen mit genomischer DNA
handeln. Die Integritit der verwendeten cDNA der Transfektanden und wt-Zellen wurde
durch eine spezifische PCR fir das Haushaltsgen Gapdh gezeigt, das in nahezu allen Zellen

exprimiert wird [BARBER e a/, 2005].

cDNA RNA

23 22
e 2086 o 2 T Q Abb. IIL.25: gntro-mRNA in B-Zellen. Eine RT-
= Z £ = Z £ T

PCR mit spezifischen Primern zeigt, dass beide
verwendeten Promotoren (Ins2 und N£X2.2) in

46200p  4er murinen p—Zelllinie RINm5F aktiv und zur
gniro Expression von gntro-mRNA in entsprechend
transfizierten Zellen geeignet sind. Gapdh diente als
Positivkontrolle, RNA und Wasser (H2O) als
Negativkontrollen.
<1 450 bp

Gapdh

3.4 Expression von GNTR

Ob die mRNA von gnfro auch tatsdchlich translatiert wird, wurde proteinbiochemisch
untersucht. Dazu wurden je 20 - 50 ug Gesamtprotein enthaltende klare Lysate von stabil mit
pIRES-InGNA oder pIRES-NkGNA transfizierten RINm5F-Zellen durch Immunoblotting

mit einem anti-GFP-Antikérper (Absch. 11.1.2) analysiert. Beide verwendeten P-Zell-spezi-
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fischen Promotoren fihrten zur Expression von GNTR (Abb. II1.26). Die Lysate der GNTR-
exprimierenden RINm5F- und SH-SY5Y-Zellen enthalten daneben jedoch auch weitere
GFP-immunreaktive Banden; offensichtlich degradierte das Fusionsprotein zum Teil und
GFP-enthaltende Proteinfragmente wurden freigesetzt. Zusammen mit den Ergebnissen der
mRNA-Analyse (Absch. I11.3.3) zeigt diese proteinbiochemische Analyse eindeutig die

Funktionalitit der generierten Konstrukte.

RINm5F SH-SY5Y Abb. ITI.26: Nachweis der GNTR-Expres-

o O sion in B-Zellen. Fir den Immunoblot wut-

< < c a den Lysate von stabil mit entsprechenden

- Q 5 s & Konstrukten transfizierten Zellen eingesetzt.
= = = o ° SH-SY5Y-Zellen, die GFP (pEGFP-C1) oder
- - <4GNTR  GNTR (pGNTRo) unter der Kontrolle des

3 . B2 e <|GFP CMV;-Promotors exprimieren, dienen als
P -—a e J - Positivkontrolle, mock-transfizierte RINm5F-

Zellen als Negativkontrolle.

3.5 Funktionalitit von GNTR in Zellkultur

Vor der Verwendung des NTR/CB1954-Systems zur Generierung transgener Tiere sollte
dessen Funktionalitit zunichst in Zellkulturexperimenten bestitigt werden. Zu diesem Zweck
wurden GNTR-exprimierende RINm5F-Zellen sowie wt-Kontrollzellen fir 48 und 96 h in
Anwesenheit verschiedener Konzentrationen des Protoxins CB1954 inkubiert. Dessen
Cytotoxizitit wurde mit Hilfe von MTT-Tests bestimmt (Absch. I1.5.8). Bereits nach 48 h
ablatierte eine Behandlung mit 50 uM CB1954 98 % der mit NkGNA transfizierten Zellen
(Abb. II1.27 A). Die gleiche Dosis verringerte bei InGNA transfizierten Zellen die Zellzahl
um 42 %, dieser Effekt war im Vergleich zum Wildtyp mit einem Riickgang um 25 % zwar
signifikant, jedoch vergleichsweise gering. Eine lingere Inkubation mit dem Protoxin
verbesserte die Sensitivitit der Zellen deutlich (Abb. I11.27 B); nach 96 h fiihrte bereits die mit
5uM CB1954 geringste getestete Konzentration zur Ablation von 97 % der mit NkGNA
transfizierten Zellen. Bei InGNA war die Zellzahl um 77 % niedriger, bei diesen Zellen trat
eine nahezu vollstindige Ablation erst bei 50 uM CB1954 auf. Im untersuchten Zellsystem
fihrte der N£XZ2.2-Promotor also zu einer hoheren Sensitivitit fiir CB1954 als der Insulin2-
Promotor, was hochstwahrscheinlich durch eine geringere Degradation von GNTR verursacht

wurde (Abb. T11.26).
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Abb. III.27: Zelltod in Nitroreduktase-exprimierenden RINm5FZellen durch CB1954. In
RINm5F-Insulinomazellen wurde unter der Kontrolle von B-Zell-spezifischen Promotoren die
bakterielle Nitroreduktase NTRo exprimiert. 48 h (A) und 96 h (B) nach Zugabe des Protoxins
CB1954 wurde durch einen MTT-Test die relative Zellzahl bestimmt. *P < 0,05 gegeniiber
Kontrollzellen; 7 = 4.

Interessanterweise verringerte CB1954 auch bei mock-transfizierten wt-Zellen die Zellzahl.
Dieser Effekt beruhte vermutlich teilweise auf der inhibitorischen Wirkung von CB1954 auf
die Zellproliferation, die in unserer Arbeitsgruppe auch bei verschiedenen anderen Zelllinien
beobachtet wurde (Daten nicht gezeigt). Der starke Effekt auf wt-Zellen bei hohen CB1954-
Konzentrationen besonders bei lingerer Inkubationszeit kann damit jedoch nicht vollstindig
erklirt werden. Dieser ist moglicherweise auf die Expression des Enzyms DT-Diaphorase
(NQO1, EC1.6.99.2) in den untersuchten RINm5F-Rattenzellen zurickzufithren, das
CB1954 ebenfalls zum Toxin umsetzen kann [KNOX e a/, 1988; BOLAND ¢f al., 1991], wenn
auch mit geringerer Aktivitit als die bakterielle NTR [RACE e7 al., 2007].

Die DT-Diaphorase von Ratten ist jedoch viel sensitiver fiir CB1954 als das orthologe Enzym
vom Menschen [BOLAND efal, 1991] oder von Miusen, bei denen die maximal tolerierte
Dosis (MTD) mit 562 uM/kg 14-fach tiber der MTD von Ratten liegt [TANG ¢t al., 2007]. Es
ist also nicht zu erwarten, dass die fiir Rattenzellen beobachteten Nebenwirkungen auf Zellen,
die kein NTR exprimieren, auch in transgenen Miusen auftreten (Absch. IV.4). Sollte dies
doch der Fall sein, kénnte man beispielsweise die DT-Diaphorase fur die Dauer der CB1954-
Inkubation mit spezifischen Inhibitoren (Coffein, Dicumarol, Capsaicin) hemmen
[ROBERTS ¢/ al., 1989], um so die Nebenwirkungen zu verringern. Wie die durchgefihrten
Experimente zeigen, ist das angewendete System zur spezifischen Ablation von B-Zellen
geeignet, die optimale Dosierung und Anwendungsdauer missen jedoch in weiteren

Experimenten empirisch ermittelt werden.
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3.6 Identifizierung transgener gntro-Tiere

Die Konstrukte pInGNA und pNkGNA (Absch. I1.4.1) wurden durch ClzI-Verdau
linearisiert und mit ihnen transgene Miuse mittels Mikroinjektion in Vorkerne befruchteter
Eizellen von C57BL/6-Mdusen generiert (Absch. 11.7.2.4). Zur Identifizierung transgener
Tiere wurde genomische DNA aus Schwanzbiopsien isoliert (Absch. 11.7.3 und 11.3.1.2) und
mittels spezifischer PCR mit den Primerpaaren GFP-fw/GFP-rev (Zielfragment 726 bp) und
GNTRo2-fw/GNTRo2-rev (Zielfragment 567 bp) auf die Integration des transgenen
Konstruktes untersucht. Nur Tiere, die bei beiden Reaktionen positive Signale zeigten, wurden
fir die weitere Zucht verwendet. Das Ergebnis einer typischen Genotypisierungsreaktion ist in

Abb. I11.28 gezeigt.
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Abb. III.28: Genotypisierung potenziell transgener Tiere. (A) Darstellung der Positionen der
verwendeten Primerpaare GFP-fw/rev (schwarze Pfeilspitzen) und GNTRo2-fw/rev (weille
Pfeilspitzen). (B) Agarosegelelektrophorese einer typischen Genotypisierungsreaktion.

Im Verlauf dieser Arbeit wurden insgesamt zwo6lf NkGNA- und acht InGNA-Griindertiere
generiert, die mit C57BL/6 wt-Tieren angepaart wurden, um diskrete Linien zu zlchten.
Davon hatten jedoch nur zehn (NkGNA) bzw. funf (InGNA) Grundertiere auch transgene
Nachkommen, die im Folgenden ihrerseits mit C57BL/6 wt-Tieren verpaart wurden. Ab der
F2-Generation wurden die Tiere dann untereinander verpaart, um homozygot gnfro-transgene

Maiuse zu erhalten.
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3.7 Funktionalitit des T1IDM-Tiermodells

Da bei Mikroinjektionen durch den zufilligen Integrationsort und die variable Kopienanzahl
des transgenen Konstruktes Positionseffekte auftreten kénnen, wurde parallel dazu begonnen,
Vorversuche mit hemizygoten Tieren der F1-Generation durchzufithren, und nur Linien mit
guter Transgenexpression wurden weiter geztichtet. Als Mal3 fur eine gute Transgenexpression
wurde dabei die Sensitivitit fiir CB1954 untersucht; bei einer erfolgreichen Expression von
gntro sollte eine Behandlung mit CB1954 zur B-Zell-Ablation und damit zu einem leicht
diagnostizierbaren T1DM-Phinotyp fithren. Dabei wurde den Versuchstieren tber einen
Zeitraum von sechs Tagen an jedem zweiten Tag eine Dosis von 50 ug/g CB1954 ip.
verabreicht (Absch. 11.7.5) und nach weiteren zwei Tagen Glucosetoleranztests (Absch. 11.7.0)
mit einer Glucosedosis von 1 g/kg durchgefiihrt. Von 18 untersuchten transgenen Tieren aus
15 verschiedenen Linien hatten acht eine normale Glucosehoméostase (Blutglucose 120 min
p.i. <140 mg/dL), sieben zeigten eine Glucoseintoleranz (Blutglucose 120 min p.z. 140 -
200 mg/dL) und drei waren diabetisch (Blutglucose 120 min p.z. > 200 mg/dL). Zwei weitere
Tiere starben vor Beginn der Glucosetoleranztests, sie hatten bei freiem Futterzugang einen
Blutglucosewert von tber 200 mg/dl, waren also hochgradig diabetisch. Bei ebenfalls
untersuchten Kontrolltieren war die Glucosehomdostase unverindert.
Diese Vorversuche bestitigen die Wirksamkeit des generierten Tiermodells fiir einen
induzierbaren TIDM. Die erhaltenen Ergebnisse miissen jedoch noch in weiteren Studien mit
groBeren Kollektiven der einzelnen Linien verifiziert werden, wobei insbesondere die optimale

Dosierung und Anwendungsdauer des Protoxins CB1954 empirisch ermittelt werden soll.
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IVDISKUSSION

1 5-HT beeinflusst die Futteraufnahme

1.1 I"Jbergewicht der Tph1-/- Miuse

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Prozesse zu identifizieren, an denen 5-HT in der
Peripherie beteiligt ist. Dazu sollte der Phinotyp von peripher 5-HT-defizienten Tpht-/-
Miusen eingehend charakterisiert werden.

Am auffilligsten unterscheiden sich Tph7-/- und wt-Tiere in ihrem um etwa 20 % erhéhten
Korpergewicht, welches sich sogar bei heterozygoten Tieren manifestiert und nicht vom
genetischen Hintergrund der Miuse abhingt (Abb. IIL1). Dieses Ubergewicht wird nicht
durch einen generellen GroBenunterschied zwischen Tph7-/- und wt-Tieren hervorgerufen, da
sie sich weder in ihrer Linge, noch in ithrem Maximalgewicht unterscheiden, das sie wihrend
einer hochkalorigen Diit erreichen (Abb. II1.2). Ubertragen auf den Menschen differiert
ausgehend von einem normalgewichtigen Probanden (175 cm; 75 kg) das mittlere Gewicht um
etwa 13 kg, was einem priadipésen Korpermasseindex BMI von 28,9 kg/m” (Priadipositas:
BMI 25 - 29,9 kg/m* [WHO, 2000]) entspricht.

Vetlingerte Schlafpetioden, die den Energieverbrauch der Tph7-/- Tiere senken wiirden,
konnten das Ubergewicht verursachen. Tatsichlich wird der zentrale Schrittmacher der
zirkadianen Rhythmik im Nuclens suprachiasmaticns durch 5-HT moduliert [MORIN, 1999],
allerdings von Neuronen des dorsalen Raphe-Nucleus B7, die 5-HT durch TPH2 synthe-
tisieren und demzufolge durch die TPH1-Defizienz nicht beeinflusst werden [SMITH e7 al,
2001].

5-HT reguliert jedoch auch auf andere Weise die zirkadiane Rhythmik, namlich als Vorstufe
des Epiphysenhormons Melatonin, dem eine mal3gebliche Rolle bei der Regulation des
Tag-Nacht-Rhythmus zugeschrieben wird [BARTNESS ez 4k, 1989]. Obwohl 5-HT in der
Epiphyse nahezu ausschlieflich durch TPH1 synthetisiert wird [SUGDEN, 2003], unterscheidet
sich die zirkadiane Rhythmik von Tph7-/- und wt-Tieren nicht (Abb. IIL.3). Dieser auf den
ersten Blick ungewohnliche Befund itberrascht jedoch nicht, da 85 9% aller im Labor
verwendeten Inzuchtstimme von Mus musculus ohnehin nur sehr geringe Mengen oder gar
kein Melatonin bilden [GOTO efal, 1989; VIVIEN-ROELS ez al, 1998]. Da Melatonin die
Reproduktionsrate negativ beeinflusst [TAMARKIN e/ a/., 1985], wurden bei der Ziichtung von
Laborstimmen vermutlich Tiere mit einer verringerten Melatoninsynthese selektioniert

[ROSEBOOM e# al, 1998]. Auch der bei den untersuchten Tph7-/- und Tphl+/+ Tieren
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cingekreuzte Stamm C57BL/6 synthetisiert aufgrund einer Punktmutation im Gen der
Serotonin-N-Acetyltransferase (Absch. 1.1.2.2) kein Melatonin [ROSEBOOM ¢# al., 1998], daher
wird deren zirkadiane Rhythmik nicht von der TPH1-Defizienz verindert.

Die Tph1-/- Miuse haben auch keine geringere lokomotorische Aktivitit (Absch. I11.1.2.3), da
5-HT den Bewegungsdrang zwar beeinflusst, dies jedoch vor allem zentralnervos tber
5-HT,-Rezeptoren [LAM ez al., 2007]. Der praadipose Phinotyp der TPH1-defizienten Tiere
ist vielmehr auf eine Leptin-unabhingige Hyperphagie zurtickzufiihren, die sowohl mit als
auch ohne vorherigen Nahrungsentzug auftritt (Abb. II1.4) und eine Fehlregulation der

Futteraufnahme nahe legt.

1.2 Regulation der Futteraufnahme

Auf das serotonerge System stimulierend wirkende Pharmaka werden seit langer Zeit zur
Gewichtsreduktion eingesetzt, ihr anorektischer Effekt wird dabei vor allem neuronalen
Signalwegen des 5-HT zugeschrieben [FELDMAN, 1988; SIMANSKY, 1996; HEISLER ¢ a/., 1997,
HEAL ez al, 1998]. Besonders der 5-HT,-Rezeptor scheint fir die Appetitregulation
entscheidend zu sein, da mit Ausnahme von 5-HT ;-Rezeptor-defizienten Maiusen
[BOUWKNECHT e¢f al, 2001], bei denen jedoch auch die Aktivitit der 5-HT,.-Rezeptoren
verringert ist [CLIFTON et al, 2003], eine Defizienz verschiedener anderer Rezeptorsubtypen
das Korpergewicht nicht verindert [LAM efal, 2007]. Adulte 5-HT,.-Rezeptor-defiziente
Miuse haben mit einer etwa 30 %igen Gewichtssteigerung ein mit Tph7-/- Miusen vergleich-
bares Ubergewicht, das ebenfalls durch eine Leptin-unabhingige Hyperphagie hervorgerufen
wird [NONOGAKI ¢ al., 1998]. Diese Ubereinstimmung des Phinotyps legt auf den ersten
Blick auch ecine dhnliche Stérung der Futteraufnahmeregulaton bei 5-HT,.-/- und
Tph1-/- Mausen nahe. Der 5-HT,-Rezeptor ist jedoch ausschlieBlich cerebral exprimiert
[VICKERS et al, 2001], wo er die Futteraufnahme uber die Aktivierung von Melano-
cortin 4-Rezeptoren auf Neuronen des Nucleus arcuatus im Hypothalamus (Abb. 1.7) reguliert
[LAM et al., 2008].

Tph1-/- Miuse weisen jedoch unverinderte 5-HT-Gehalte im Gehirn auf [WALTHER ¢ af.,
2003b], dementsprechend ist auch der zentrale Sattigungseffekt des tiber 5-HT,.-Rezeptoren
wirkenden Anorektikums Fenfluramin nicht verindert (Abb. IIL5). Eine Stérung des
serotonergen Systems im Gehirn liegt bei ihnen nicht vor, daher kann die Hyperphagie auch
nicht primir durch zentralnervése Mechanismen ausgeldst sein. Auch der seit langem
bekannte anorektische Effekt von peripher verabreichtem 5-HT [FLETCHER ez al, 1986],
welches die Blut-Hirn-Schranke nicht iiberwinden kann, spricht fiir eine Beteiligung von 5-HT

an peripheren Sittigungsmechanismen, die vom 5-HT,.-Rezeptor unabhingig sind.
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Eine gestérte Verdauung konnte die veridnderte Sittigungsregulation verursachen, da 5-HT
von enterochromaffinen Zellen des Intestinaltraktes als Antwort auf mechanische Reize und
absorbierte Nihrstoffe ausgeschiittet wird und die Verdauung reguliert (Absch. 1.3.2.1). Wie
Untersuchungen der Darmfunktionen von Tph7-/- Miusen jedoch zeigten, ist ihre Verdauung
normal [WILHELM, 2005].

Auch die Dehnung des Magens ist ein Schliisselreiz, der ein Sittigungsgeftihl auslést und die
Mahlzeit beendet [MAZDA et al., 2004]. Interessanterweise setzt diese 5-HT frei, das von den
enterochromaffinen Zellen der Magenwand vor allem in den Blutstrom abgegeben wird
[YU et al, 2001; MAZDA et al., 2004]. Es aktiviert tber 5-HT;-Rezeptoren Afferenten des
Nervus vagus, die ihrerseits Neuronen in an der Appetitregulation beteiligten Gehirnarealen wie
dem Nucleus paraventricularis im Hypothalamus und dem Nucleus tractus solitarins im Hirnstamm
stimulieren [MAZDA e¢f al., 2004]. Die genaue anatomische Lage der beteiligten 5-HT;-Rezep-
toren ist zwar noch unbekannt, wie jedoch durch Magendehnungsexperimente, peripher
verabreichtes 5-HT und den 5-HT;-Rezeptorantagonisten Odansetron in Ratten gezeigt
werden konnte, sind 5-HT;-Rezeptoren in der Peripherie an der Anorexigenie der gastrischen
Dehnung beteiligt [MAZDA e al., 2004; HAYES ez al., 2005]. Fir eine Beteiligung peripherer
5-HT-Rezeptoren an der erhohten Futteraufnahme von Tph7-/- Miusen spricht auch deren
erhéhte Sensitivitit fur die appetitziigelnde Wirkung von intraperitoneal verabreichtem 5-HT
(Abb. II1.6), die vermutlich durch eine Adaption der Rezeptoren an die fehlende
5-HT-Synthese hervorgerufen wird. Ob jedoch tatsdchlich eine gestorte Auslésung des durch
gastrische Dehnung vermittelten Sittigungsgefiihls der Grund fiir die beobachtete erhohte
Futteraufnahme bei Tph7-/- Miusen ist, muss in weiteren Studien geklirt werden. Da die
Magendehnung die Nahrungsaufnahme nur kurzfristig kontrolliert und vor allem die Grol3e
einer Mahlzeit beeinflusst, wire in diesen Zusammenhang beispielsweise interessant, ob
lediglich die GroBe oder nicht auch die Haufigkeit der Mahlzeiten bei Tph7-/- Miusen erhoht
ist. Gegen eine Verinderung der Mahlzeitgrofle sprechen die nicht signifikant
unterschiedlichen Futteraufnahmen bei nur ein bis zwei Stunden dauernden Futterungs-
experimenten (Abb. I11.5 und I11.6).

Die Hiufigkeit der Nahrungsaufnahme wird hauptsichlich vom Energichaushalt und linger
andauernder Sattheit bestimmt, die vom Adipokin Leptin [FRIEDMAN e @/, 1998], dessen
Spiegel jedoch bei den Tph7-/- Miusen nicht erhoht ist, und von den Pankreashormonen
Insulin und Amylin langfristig kontrolliert werden [COLL ef @/, 2007]. Dabei wirkt Insulin
nicht nur indirekt tber seinen hypoglykimischen Effekt, sondern auch direkt iber
Insulinrezeptoren im Hypothalamus anorexigen [BRUNING e7 /, 2000]. Dariiber hinaus wird

zusammen mit Insulin auch das Peptidhormon Amylin (auch Insel-Amyloid-Polypeptid) in
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den B-Granula gespeichert und endokrin sezerniert [COOPER ¢/ al., 1987]. Es erginzt Insulin in
seiner Wirkung und verringert die Nahrungsaufnahme sowohl indirekt iiber eine Hemmung
der Magenentleerung und der Glucagonsekretion [KONG ezal, 1997] als auch direkt und
langfristic tber Rezeptoren in verschiedenen Hirnregionen wie dem Nucleus arcuatus im
Hypothalamus und dem Nucleus tractus solitarius im Hirnstamm [REDA ez al., 2002].

Die verringerte Insulinsekretion der Tph7-/- Miuse (Abb.IIL8, IIL9 und II1.14), die
vermutlich durch eine verringerte Amylinsekretion begleitet wird, verursacht also héchst-
wahrscheinlich die beobachtete Hyperphagie, wobei der Einfluss des peripheren 5-HT auf die
Insulinsekretion im Folgenden eingehend diskutiert wird. In nachfolgenden Studien soll die
postulierte Abnahme der Amylinsekretion von Tph7-/- Miusen im Vergleich zum Wildtyp
experimentell belegt werden, die dazu notwendige Quantifizierung von Amylin kann durch
kommerziell erhiltliche Radioimmuntests (RIA) oder enzymgekoppelten Immunadsorptions-

tests (ELISA) erfolgen.

2 5-HT beeinflusst die Glucosehomoostase

21 5-HT-Defizienz und MODY der Tph7-/- Miuse

TPH1-defiziente Tiere zeigen je nach untersuchtem Gewebe eine 90 - 99 %ige Reduktion der
peripheren 5-HT-Spiegel (Absch. I1.1.3 und [WALTHER e# a/, 2003b]), die sehr gut mit den
Befunden von zwei weiteren, unabhingig von unseren Tieren generierten Tph7-/- Mauslinien
Ubereinstimmt [COTE ef al., 2003; LIU ez al., 2008].

Im Pankreas der Tphl-/- Tiere ist mit etwa 10 % noch eine recht hohe 5-HT-Menge
vorhanden; wie jedoch durch die Injektion von retrograden Indikatorsubstanzen (#racern) in
das Pankreas gezeigt werden konnte, projizieren serotonerge Neuronen aus dem Plexus
myentericus  des enterischen Nervensystems im Gastrointestinaltrakt in das Pankreas
[KIRCHGESSNER ¢f al, 1991; LIU et al, 1997]. Da die Biosynthese von 5-HT in diesen
Neuronen von TPH2 katalysiert wird [COTE efal, 2003], konnten sie der Ursprung des
verbleibenden 5-HT im Pankreas sein. Theoretisch koénnten auch serotonerge Neuronen des
Pankreas selbst eine weitere Quelle des Monoamins sein; es konnten jedoch in keiner der
bisher durchgefihrten Studien Perikaryonen von serotonergen Neuronen im Pankreas
nachgewiesen werden, die im Pankreas vorhandenen serotonergen Fasern sind also vermutlich
rein enterischen Ursprungs [LIU e al., 1997].

Das 5-HT konnte auch aus der Nahrung oder anderen TPH2-exprimierenden peripheren

Neuronen stammen und iiber das Blut zum Pankreas transportiert werden. Fir einen
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Transport Uber das Blut sprechen der in der vorliegenden Arbeit im Vollblut unserer Tph7-/-
Mauslinie (Absch. II1.1.6.4) und der von COTE ¢# al. im Blut ihrer Tph7-/- Miuse detektierte
5-HT-Spiegel [COTE e¢f al., 2003], der mit etwa 10 % der wt-Konzentration das gleiche Niveau
wie das Pankreas erreicht. Auf der anderen Seite wurden in fritheren Studien an unserer
Mauslinie weitaus geringere 5-HT-Konzentrationen im Vollblut gemessen [WALTHER ef .,
2003b]. Diese scheinbare Unstimmigkeit kénnte durch Schwankungen der Thrombocytentiter
der verwendeten Blutproben verursacht worden sein, denn tber 95 % des im Vollblut
vorhandenen 5-HT ist in den Thrombocyten gespeichert [KAREGE ezal, 1994
CHAMPIER ¢7 al., 1997]. Das verbleibende 5-HT stammt also vermutlich aus Neuronen und
gelangt Uber das Blut und/oder direkte Innervierungen aus dem Gastrointestinaltrakt in das
Pankreas.

Obwohl 5-HT eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des Pankreas zugeschrieben wurde
[RODRIGUEZ SANCHEZ ¢t al., 1990], ist weder die Morphologie, noch die Gré3e des Pankreas
oder die Anzahl und GroBe der Inselzellen von Tph7-/- Miusen im Vergleich zum Wildtyp
verindert (Absch. IIL.1.3). Die mitogene Wirkung von 5-HT in der embryonalen Pankreas-
entwicklung scheint folglich von der Expression von TPH2 und nicht von TPH1 abzuhingen.
Dieser Befund konnte fiir die humane Diabetesforschung von besonderem Interesse sein, da
in jungster Zeit immer mehr funktionale Polymorphismen im humanen TPH2-Gen entdeckt
werden [HARVEY ezal, 2004; ZHANG et al., 2004; ZILL et al, 2004a; ZILL et al., 2004b;
ZHANG ¢t al., 2005; SCHEUCH ¢# al., 2007]. Diese konnten nicht nur die untersuchten und
beschriebenen psychischen Effekte haben, sondern auch die Glucosehomd&ostase negativ
beeinflussen. In diesem Zusammenhang ist auch die haufige auftretende depressive
Komorbiditit von Diabetes auffillig, die durch SSRI-Verabreichung behandelt werden kann
[LUSTMAN e7 al., 2000; LUSTMAN ef al., 2006]. Die Polymorphismen in TPHZ2 konnten die
Glucosechomoostase entweder durch eine pathologische Verinderung der Morphologie des
Pankreas wihrend seiner Entwicklung oder durch eine Fehlregulation der Pankreasfunktion
durch das ZNS bewirken. Dieses moduliert mit Hilfe der serotonergen Neuronen der
Raphe-Nuclei B1 und B7 tber das Rickenmark und den parasympathischen Nervus vagus die
Insulinsekretion des Pankreas [BUIJS e7 a/, 2001; KiBA, 2004].

Ungeachtet des morphologisch unauffilligen Pankreas sind die basalen Blutglucose-
konzentrationen in Tphl-/- Mdusen mit freiem Futterzugang im Vergleich zum Wildtyp
signifikant erhoht (Abb. I11.8). Eine Hyperglykidmie tritt auch in ntchternen Tieren auf und
legt nach den Kiriterien der Weltgesundheitsorganisation und der American Diabetes Association
die Diagnose eines Diabetes mellitus nahe [ADA, 2003; WHO, 2006]. Aufgrund der teilweise

groBBen Unterschiede der Niichternglucosewerte verschiedener Mauslinien gibt es jedoch keine
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standardisierten Kriterien fiir einen Diabetes bei Miusen und eine direkte Ubertragung der
humanen Kiriterien ist nicht méglich [CLEE ez al, 2007]. Eine generelle Verfilschung der
erhaltenen Ergebnisse durch den FEinfluss solcher Linien-spezifischen Unterschiede wurde
aber durch den Vergleich mit wt-Kontrolltieren desselben genetischen Hintergrundes und die
Untersuchung von zwei verschiedenen genetischen Hintergriinden (C57BL/6  und
129SvEvBrd x C57BL/6) ausgeschlossen.

Dartber hinaus sind die Glucosekonzentrationen in Glucosetoleranztests signifikant erhoht,
wobei gleichzeitig die Insulinausschittung signifikant erniedrigt ist (Abb. I11.9 und II1.14), die
Tphl-/- Miuse besitzen folglich eine primire Fehlfunktion ihrer (-Zellen bei der
glucoseinduzierten Insulinsekretion. Die Untersuchungen erfolgten an in Alter und
Geschlecht abgestimmten Kollektiven beider genetischer Hintergriinde und erlauben daher
trotz fehlender eindeutiger diagnostischer Glucose-Grenzkonzentrationen die Diagnose eines
Diabetes mellitus der TPH1-defizienten Tiere.

Welchem Subtyp der Krankheit entspricht der Phanotyp der Tiere? Wihrend die unverinderte
Anzahl von Inselzellen des Pankreas einen TIDM der Tph7-/- Miuse ausschlieB3t, erfillt der
diabetische Phéinotyp in diesen Tieren interessanterweise einige Schlisselkriterien sowohl von
MODY als auch von T2DM. Auf der einen Seite steht der sehr frihe Krankheitsbeginn des
Diabetes bereits zwei Wochen nach der Geburt (Abb. II1.8 A), die monogene Vererbung und
der primire Defekt der B-Zellen bei der Insulinsekretion (Abb. I11.9 B und E, 111.14 B), die
alle fur einen MODY-Phinotyp sprechen [BELL ezal, 2001; FAJANS efal, 2001,
GIUFFRIDA ¢/ al, 2005]. Auf der anderen Seite haben 7Tph7-/- Miuse ecine leichte
Insulinresistenz (Abb. II1.8 C) und sie sind ab der 4. Lebenswoche priadipés (Abb. II1.1 A),
was auf den ersten Blick einen T2DM nahe legt. Bei niherer Betrachtung ldsst sich der
beschriebene Phinotyp aber dennoch eindeutig als MODY Kklassifizieren, denn
Normalgewichtigkeit wird zwar hiufig als Charakteristtkum von MODY beschrieben, aber
besonders bet MODY-Subtypen, bei denen der verursachende Gendefekt noch nicht bekannt
ist MODY-X), tritt hiufig auch eine Ubergewichtigkeit der Patienten auf [XU e a/, 2005)].

Der Phinotyp der Tphl-/- Miuse impliziert, dass TPH1 zu diesen bislang noch nicht
identifizierten MODY-verursachenden Genen gehort. Eine zur Bestitigung dieser These
notwendige Sequenzierung des TPHI1-Gens besonders in tbergewichtigen MODY-X-
Patienten war im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht méglich und soll in kiinftigen Studien
erfolgen, fur die mit der Sammlung der entsprechenden Patientenkollektive bereits begonnen

wurde.
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2.2 Modulation der Insulinsekretion durch 5-HT

2.2.1  Entgegengesetzte Wirkung von extra- und intrazelluldrem 5-H'T

Obwohl eine betrichtliche Anzahl an Tiermodellen fir T1DM, T2DM und MODY erzeugt
worden ist [NANDI ef a/, 2004; ROEP ¢ al., 2004; TOYE et al, 2004], um die Atiologie dieser
lebensbedrohlichen Erkrankungen aufzukliren, ist tiber die ritselhafte Funktion von 5-HT in
B-Zellen bisher nur wenig bekannt. Die durchgefiihrten Studien liegen lange zuriick und
liefern keine mechanistische Erklidrung [JAIM-ETCHEVERRY ef a/., 1968; LUNDQUIST ¢ al., 1971;
FURMAN, 1974]. Dartber hinaus sind die Ergebnisse vieler pharmakologischer
Untersuchungen beziiglich der Wirkung von 5-HT auf die Glucosehomdostase
widersprichlich. Die Ursache der scheinbaren Unstimmigkeiten liegt in der falschen
Grundannahme dieser Studien, dass 5-HT als hydrophiles Molekil ausschlieflich als
extrazellulires Hormon tber Membranrezeptoren wirkt. Nach der klassischen Sichtweise
diffundieren lipophile Hormone stets durch die Plasmamembran und binden an Rezeptoren
im Cytosol, wihrend hydrophile Hormone nur iiber Rezeptoren der Plasmamembran wirken.
Neuere Untersuchungen haben jedoch zu einem Umdenken tber die Wirkungsweisen von
Hormonen gefthrt: Lipophile Hormone wirken auch tiber Membranrezeptoren und werden in
groBem Umfang tiber endocytotische Signalwege in die Zellen aufgenommen [NYKJAER ef al.,
1999; HAMMES ez al., 2005]. So konnte kirzlich gezeigt werden, dass das Steroidhormon
Ostrogen nicht nur iiber die klassischen cytosolischen Ostrogenrezeptoren ERa und ERP
wirkt, sondern auch iiber den mit G-Proteinen gekoppelten Rezeptor GPR30, der die fur diese
Rezeptorfamilie typische Struktur aus 7 Transmembrandominen besitzt und an der
Plasmamembran lokalisiert ist [THOMAS ef al., 2005; PROSSNITZ ¢t al., 2008]. Ebenso kénnen
hydrophile Hormone nicht nur extrazellulir, sondern auch intrazellulir wirken, beispielsweise
beeinflussen biogene Monoamine tber die Monoaminylierung von Signalmolekiilen die
Funktion der Zelle [WALTHER ¢ al., 2003¢; GUILLUY et al., 2007; AHMED et al., 2008].
Extrazellulires 5-HT wirkt sowohl auf Tph7-/- als auch auf wt-Tiere hyperglykimisch, wie
durch die systemische Verabreichung von 5-HT 30 min vor einem Glucosetoleranztest gezeigt
werden konnte (vgl. Abb. I11.8 B und III.11). Diesen Effekt vermittelt hochstwahrscheinlich
der 5-HT ,-Rezeptor auf B-Zellen, der der einzige bisher bekannte 5-HT-Rezeptor auf diesen
Zellen ist [UVNAS-MOBERG ¢7 al., 1996]. Dieser Rezeptor ist mit G;-Proteinen gekoppelt und
hemmt die Adenylatcyclase, wodurch die cAMP-Konzentration in den Zellen erniedrigt wird.
Da cAMP ein positiver Regulator der Insulinsekretion ist, der im Komplex mit EPAC2 an die
regulatorische Untereinheit den K,,-Kanals bindet und diesen inhibiert (Absch. 1.4.2)

[SHIBASAKI ef al., 2004], schwicht eine verringerte cAMP-Konzentration die Insulinsekretion
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der B-Zellen ab, was vermutlich die beobachtete 5-HT-vermittelte Hyperglykidmie verursacht.
Fir eine Beteiligung des 5-HT, ,-Rezeptors spricht auch eine klinische Studie, in welcher der
subkutan verabreichte 5HT,-Rezeptoragonist Sumatriptan, der die Blut-Hirn-Schranke nur
sehr schlecht passieren kann und daher vor allem peripher wirkt, sowohl unter basalen
Bedingungen als auch im oralen Glucosetoleranztest eine Hyperglykimie der Probanden
hervorruft und die Insulinsekretion hemmt [COULIE ez al, 1998]. Eine weitere Studie an
Ratten, die mit dem spezifischen 5-HT,,-Rezeptoragonisten 8-Hydroxy-2-(di-#-propyl-
amino)-tetralin (8-OH-DPAT) durchgefiihrt wurde, kommt zum gleichen Ergebnis, einer
Hyperglykimie unter Niichternbedingungen und nach einem Glucosestimulus [UVNAS-
MOBERG ¢t al, 1996]. Die genannten Fakten sprechen daher fir eine Hemmung der
Insulinsekretion durch extrazellulires 5-HT tber 5-HT,,-Rezeptoren als Ursache fir die
beobachtete Hyperglykimie, was dariber hinaus auch im FEinklang mit der klassischen
Sichtweise auf die Wirkung hydrophiler Hormone tiber Membranrezeptoren steht. Da der
5-HT,,-Rezeptor im Zusammenhang mit der Insulinsekretion in der Litertur nur unzu-
reichend charakterisiert ist, soll er in nachfolgenden Studien eingehend untersucht werden.
Insbesondere Studien zum Einfluss des 5-HT, ,-Rezeptors auf die cAMP-Spiegel der B-Zellen
sind geplant, dabei soll mit Hilfe eines zeitauflésenden Fluoreszenz-Resonanzenergie-
Transfer-Immuntests (TR-FRET zmmunoassay) die cAMP-Konzentration direkt in lebenden
Zellen gemessen werden.

Wie die durchgefithrten Experimente belegen, beeinflusst das Hormon 5-HT im Widerspruch
zur klassischen Theorie auch intrazellulir die Insulinsekretion. Pargylin, ein Inhibitor des
5-HT-Katabolismus, erhéht die intrazelluliren 5-HT-Spiegel und verstirkt die Insulin-
sekretion (Abb. II1.12). Die hypoglykdmische Wirkung von Pargylin auf Méiuse wurde schon
frith beschrieben, sie wurde jedoch filschlicherweise mit einer erhéhten Aufnahme und
gesteigertem Verbrauch der Glucose in peripheren Geweben oder verinderten 5-HT-Spiegeln
im Gehirn erklirt [FROHMAN, 1971; LUNDQUIST ¢fal, 1971]. Pargylin wirkt aber in
Tph1-/- Miusen nicht hypoglykidmisch, was die Theotie ecines direkten zentralnervésen
Einflusses entkriftet, da sich die 5-HT-Gehalte im Gehirn der Genotypen nicht unterscheiden.
Auch ein theoretisch méglicher sekundirer Einfluss des MAO-Inhibitors Pargylin auf das
ZNS scheint nicht relevant zu sein, da Pargylin auch in isolierten Inselzellen wie der
Insulinomazelllinie RINm5F die glucosestimulierte Insulinsekretion mit einer Steigerung um
etwa 80 % deutlich erhéht (Abb. I11.16). Dieser Befund an den isolierten Zellen widerlegt
auch die Hypothese einer von Pargylin verursachten Anderung von Aufnahme und Verbrauch
der Glucose in den Zielgeweben als Ursache fir die Hypoglykdmie. Dariiber hinaus steigert

auch eine vom Wirkmechanismus des Pargylins vollkommen unabhingige Erhohung der
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intrazelluliren 5-HT-Konzentration durch dessen direkte Vorldufersubstanz 5-HTP die
Insulinsekretion von RINm5F-Zellen in fast identischem Ausmal3 (Abb. I11.16).

Die beobachtete stimulierende Wirkung von Pargylin und 5-HTP auf die Insulinsekretion
konnte theoretisch auch tber einen Effekt auf die Glucoseoxidation in B-Zellen vermittelt
werden, wie sie beispielsweise fiir das Pilzantibiotikum Cerulenin beschrieben wird, das durch
Hemmung des Glucosekatabolismus die Insulinsekretion verringert [STRAUB ef al, 2007].
Nach dieser Theorie mussten 5-HTP und angereichertes 5-HT die Glucoseoxidation in den
B-Zellen verstitken und dadurch die ATP-Konzentration dieser Zellen auch bei geringen
Glucosekonzentrationen im Vergleich zu unbehandelten Zellen ansteigen lassen. Dieser
erh6hte Glucosekatabolismus wiirde dann auch die Insulinsekretion steigern. Wie allerdings in
Studien an isolierten murinen Inselzellen gezeigt werden konnte, stimuliert 5-HTP die
Glucoseoxidation iberhaupt nicht und 5-HT nur in so geringem Malle, dass dies die
Insulinsekretion nicht nennenswert beeinflusst [LINDSTROM ef /., 1983].

Eine Wiederherstellung der 5-HT-Spiegel von TPH1-defizienten Tieren durch mehrtigige
Behandlung mit 5-HTP normalisiert deren Insulinsekretion, und zwar sowohl unter basalen
Bedingungen als auch nach Stimulation mit Glucose (Abb. I11.14). Dies bestitigt, dass
intrazellulires 5-HT ein positiver Modulator der Insulinsekretion ist, und legt nahe, in
weiteren Studien 5-HTP auf seine Wirkung als Therapeutikum zur Verstirkung der

Insulinsekretion von Patienten mit T2DM und MODY hin zu untersuchen.

2.2.2  Therapentischer Ausblick

Was ist Giber die Anwendung von 5-HTP beim Menschen bekannt? Kommerziell wird 5-HTP
(Oxitriptan®) aus den Samen der afrikanischen Schwarzbohne Griffonia simplicifolia gewonnen,
in denen es in groler Menge vorhanden ist. Es wurde bislang vor allem im Zusammenhang
mit psychischen Erkrankungen zur Erhéhung der 5-HT-Konzentration im Gehirn eingesetzt,
da 5-HTP im Gegensatz zu 5-HT iber die Blut-Hirn-Schranke transportiert wird
[BYERLEY e¢f @/, 1987]. Um jedoch nennenswerte Erhohungen der 5-HT-Spiegel im ZNS zu
erreichen, sind hohe Dosen notwendig, da der iberwiegende Teil des 5-HTP schon in der
Peripherie zu 5-HT umgesetzt wird [TURNER efal, 2000]. Dort koénnen zahlreiche
Nebenwirkungen auftreten, insbesondere im Gastrointestinaltrakt. Dazu gehéren Ubelkeit,
Erbrechen und Diarrhée, die Symptome sind jedoch moderat und klingen nach einer
Verringerung der verabreichten Dosis wieder ab [BYERLEY ¢ @/, 1987]. In den 1990er Jahren
wurde ein Zusammenhang von Tryptophanpriparaten mit einem erhohten Risiko der
mitunter todlich verlaufenden Blutkrankheit EMS (Eosinophiles Myalgie-Syndrom) postuliert

[FDA, 1998], diese scheinbare Nebenwirkung konnte aber mittlerweile auf Verunreinigungen
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der damals im Handel befindlichen Priparate mit dem Neurotoxin Tryptophan-4,5-dion
zurtckgefithrt werden [MICHELSON ef a/,, 1994; KLARSKOV ¢7 al., 1999].

Stark erhohte 5-HT-Konzentrationen kénnen auch das so genannte Serotoninsyndrom
auslosen, das sich in Bluthochdruck, Schwitzen, Schwindelgefiihl, Desorientierung,
Schittelkrimpfen und Kopfschmerzen dullert und typischerweise bei einer kombinierten
Einnahme von MAO-Hemmern, SSRI und trizyklischen Antidepressiva auftritt [STERNBACH,
1991]. Dessen ungeachtet ist jedoch bislang kein Fall beschrieben, in dem die Einnahme von
5-HTP allein oder in Kombination mit einem SSRI das Serotoninsyndrom ausgelést hat
[MELTZER et al., 1997; TURNER ¢ al., 2000].

Da die Menge des ins Gehirn gelangenden 5-HTP von dessen Konzentration im Blut abhingt
(Absch. 1.2.2.2), wurde 5-HTP, ihnlich wie das zur Behandlung der PARKINSON’schen
Krankheit eingesetzte L-DOPA, hiufig in Kombination mit peripher wirkenden Inhibitoren
der AADC wie Carbidopa (Lodosyn®™) verabreicht, die die Konversion zu 5-HT in peripheren
Geweben verhindern und dadurch die 5-HTP-Spiegel im Plasma und Gehirn deutlich erh6hen
[GISMAN e al., 2002]. Diese Kombinationspriparate erlauben eine deutliche Verringerung der
5-HTP-Dosis und damit auch der Nebenwirkungen und erzielten teilweise vielversprechende
Ergebnisse [TURNER ¢7 al, 2006]; mit der Entwicklung der SSRI, die effektiv und sicher die
5-HT-Gehalte im Gehirn erhéhen konnen, sank jedoch das Interesse an 5-HTP als
Antidepressivum und weitere Untersuchungen wurden kaum noch durchgefiihrt. Die
Tatsache, dass 5-HTP als Nahrungserginzungsmittel und nicht als verschreibungspflichtiges,
patentierbares Medikament eingestuft ist, verringert die Motivation fiir kostspielige klinische
Studien zusitzlich.

Die Anzahl der vorhandenen Studien und der in ihnen untersuchten Kollektive ist zwar
begrenzt [TURNER ¢fal, 2006] und es gibt keine Daten iber die Langzeitfolgen einer
5-HTP-Behandlung, seine Einstufung als Nahrungserginzungsmittel belegt jedoch die relative
Unbedenklichkeit von 5-HTP, die in nachfolgenden Pilotstudien an Tieren verifiziert werden
soll. Nebenwirkungen treten nur bei einer hohen Dosierung auf, die zur Erzielung eines
zentralnervésen Effektes notwendig ist. Die Dosierungen fiir eine Erhéhung der
5-HT-Konzentration in Zellen der Peripherie ist jedoch aller Voraussicht nach viel geringer,
besonders unter Beriicksichtigung der geringen Dosis, die den Tph7-/- Miusen zur Erhohung
der intrazelluliren Konzentrationen des 5-HT in f-Zellen verabreicht wurde (Absch. 111.1.6.4).
Daher sind unerwinschte zentralnervose Nebenwirkungen beim Einsatz von 5-HTP als
Therapeutikum zur Verstirkung der Insulinsekretion von T2DM- und MODY-Patienten
unwahrscheinlich und das Auftreten eines Serotoninsyndroms kann ausgeschlossen werden.

Ebenfalls mogliche unerwiinschte Effekte auf den Gastrointestinaltrakt sind nicht zu erwarten



IV DISKUSSION 86

und falls sie dennoch auftreten, sollten sie sich durch eine Dosisverringerung autheben lassen.
Die therapeutische Verwendung von 5-HTP ist also ein viel versprechender Ansatz fur die
Entwicklung neuer Antidiabetesmedikamente, die an einem neu entdeckten regulatorischen

Mechanismus der Insulinsekretion angreifen.

2.3 Einfluss der Serotonylierung auf die Insulinsekretion

2.3  Stumulation durch Serotonyliernng

Worauf basiert nun die intrazellulire Wirkung des Hormons 5-HT in 3-Zellen? Wie wir zeigen
konnten, ist intrazelluldres 5-HT in Thrombocyten ein Amindonorsubstrat fir TGasen, die
cytosolische Akzeptorproteine durch eine posttranslationale kovalente Modifikation, die
Serotonylierung, modulieren und dadurch die Exocytose proaggulatorischer Vesikel auslésen
[WALTHER e/ al., 2003c]. Dartiber hinaus werden auch in glatten Gefimuskelzellen Proteine
serotonyliert, wodurch intrazellulires 5-HT mitogen auf diese Zellen wirkt [GUILLUY e al,
2007]. Auch in einer dritten, erst kiirzlich erschienenen Studie wurde eine Serotonylierung
cytosolischer Proteine als Wirkmechanismus von intrazellulirem 5-HT beschrieben, die fir die
durch 5-HT ausgeléste Endocytose von SERT-Molekiilen verantwortlich ist [AHMED e al,
2008].

In Analogie dazu koénnte 5-HT auch in B-Zellen iber eine Serotonylierung von Proteinen
wirken und so die Insulinsekretion beeinflussen. Dies ist tatsichlich der Fall, denn die
Insulinomazelllinien B-TC3 und RINm5F koppeln 5-HT kovalent an zellulire Proteine
(Abb. II1.18). Da die 5-HT-Bindung durch Inhibition der TGase gehemmt wird, handelt es
sich bei dieser Reaktion zweifelsfrei um eine Serotonylierung. Dass eine Serotonylierung in
B-Zellen nicht nur stattfindet, ohne ecine grole Wirkung zu haben, sondern dass sie die
Insulinausschiittung direkt beeinflusst, beweist die starke Verringerung der glucoseinduzierten
Insulinausschiittung durch Hemmung der Serotonylierung (Abb. II1.17). Aulerdem stehen
sowohl die verringerte Insulinsekretion und der Diabetes von TGase 2-/- Miusen als auch
MODY-Patienten, die eine Mutation von Asparagin zu Serin im aktiven Zentrum der
TGASE 2 tragen [BERNASSOLA e¢f al, 2002], im Einklang mit einer Beteiligung der durch
TGasen vermittelten Serotonylierung an der Exocytose der insulinenthaltenden B-Granula.
Bemerkenswerterweise gibt es bei diesen MODY-Patienten eine weitere Parallele zum
Phinotyp der Tph7-/- Miuse, siec haben auch ein leichtes Ubergewicht (BMI: 30 kg/m?), das
mit der Priadipositas der 5-HT-defizienten Tiere (berechneter BMI: 28,9 kg/m?) vergleichbar
ist. Auch weitere Studien mit verschiedenen TGase-Inhibitoren, unter anderem mit MDC, an

isolierten Inselzellen von Ratten belegen einen positiven Zusammenhang zwischen TGasen
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und der glucosestimulierten Insulinsekretion [SENER efal, 1985; BUNGAY e al., 19806], sie
postulierten jedoch félschlicherweise eine Quervernetzung zellulirer Proteine als Ursache fur
die hyperinsulinimische Wirkung von TGasen.

Eine Serotonylierung von Proteinen findet in P-Zellen zweifellos statt und verstirkt die
Ausschuttung von Insulin. Welche Proteine werden jedoch in diesen Zellen serotonyliert?
Einen Hinweis darauf kénnen typische Substratproteine der beteiligten T'Gase 2 geben, aber
deren enorme Substratvielfalt macht eine zuverlassige Vorhersage schwierig [ESPOSITO e al,
2005]. Ihre Substratspezifitit hingt jedoch maligeblich vom jeweiligen Donoramin ab
[LORAND e7 al., 1992; LORAND e/ al., 2003] und bislang wurden 7z vivo im Zusammenhang mit
5-HT als Donoramin ausschlieBlich G-Proteine als Substratproteine identifiziert; so ist
serotonyliertes Rab4 an der Internalisierung des SERT und zusammen mit RhoA an der
Thrombocytenaggregation beteiligt [WALTHER ef @/, 2003c; AHMED ez al, 2008], wihrend
serotonyliertes RhoA auch die Proliferation von glatten Gefilmuskelzellen auslést
[GUILLUY e7 al, 2007]. Es ist daher wahtscheinlich, dass auch im Kontext der B-Zellen
GTPasen serotonyliert werden. Die Insulinsekretionsstorung der Tph7-/- Miuse legt eine
Beteiligung speziell von den G-Proteinen nahe, die an diesem Prozess mitwirken. Durch
Studien an Rab3a- und Rab27a-defizienten Miusen konnte die Schlisselrolle dieser GTPasen
bei der Insulinsekretion nachgewiesen werden (Absch.1.4.2) [YAEKURA efal, 2003;
KASAL ¢f al., 2005]. Dariiber hinaus wird Rab27a sehr gut zz vitro durch die TGase 2 mit den
synthetischen Monoaminen MDC [WALTHER ¢/ al, 2003c] und 5-BAPA (Abb. IIL.21 A)
monoaminyliert und ldsst sich auch gut mit den biogenen Monoaminen 5-HT, Histamin und
Dopamin umsetzen (Abb. II1.21 B).

Interessanterweise wird neben 5-HT auch Dopamin in den PB-Granula von Inselzellen
gespeichert und es wird zusammen mit Insulin und 5-HT aus diesen freigesetzt, wenn die
B-Zellen durch Glucose stimuliert werden [HARRIS e 2/, 2008]. Ahnlich wie 5-HT stimuliert
Dopamin intrazellulir die glucoseinduzierte Insulinsekretion von isolierten Inselzellen,
wihrend hohe extrazellulire Konzentrationen dieses Monoamins die Ausschiittung tber
D2-Dopaminrezeptoren inhibieren [AHREN ef al, 1985; SHANKAR e/ al., 2000]. Dies wird auch
durch Studien mit dem D2-Dopaminrezeptoragonist 7-Hydroxy-2-(di-#-propyl-amino)-tetralin
(7-OH-DPAT) gestiitzt, in denen peripher verabreichtes 7-OH-DPAT die Insulinsekretion bei
Ratten in dhnlichem Ausmal} wie 5-HT,,-Rezeptoragonisten inhibiert [UVNAS-MOBERG e? aL.,
1996]. Diese Befunde sprechen fiir eine redundante Funktion von 5-HT und Dopamin in der
Insulinsekretion, also auch fir eine Dopaminylierung in p-Zellen. Im Gegensatz zu
Tph1-/- Mausen haben Dopamin-defiziente Miuse jedoch eine normale Glucosehomgostase

[HNASKO ef al,, 2004], trotz der méglichen Uberlappung ihrer Funktionen kann Dopamin
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5-HT bei der Insulinsekretion offensichtlich nicht vollstindig ersetzen, wihrend 5-HT einen
Mangel an Dopamin kompensieren kann.

Im Gegensatz zu der bislang nur zz vitro beobachteten Dopaminylierung findet die
Serotonylierung von Rab27a auch tatsichlich 7# o statt, wie Inkorporationsstudien an
glucosestimulierten B-Zellen mit [’H]5-HT und Immunoblots mit anti-5-HT-Antikérpern
eindeutig belegen (Abb. I11.23 und II1.24). Diese Versuche zeigen, dass neben Rab27a auch
Rab3a in einer TGase-abhingigen Reaktion serotonyliert wird. Die Sensitivitit des
verwendeten anti-5-HT-Antikorpers ist jedoch relativ gering, in diesem Zusammenhang wire
die Entwicklung serotonylierungsspezifischer Antikorper, in Analogie zu den phospho-
proteinspezifischen Antikoérpern, die den schnellen Fortschritt der Signaltransduktions-

forschung erst ermoglicht haben, von groem Nutzen.

2.3.2  Aktwiernng von Rab3a und Rab27a

Was bewirkt nun eine Serotonylierung von Rab3a und Rab27a? Wie Studien tber die
Monoaminylierung kleiner GTPasen durch bakterielle TGasen belegen, werden sie durch die
posttranslationale Modifikation des Glutaminrestes der konservierten DxxGQ-Sequenz
innerhalb  ihrer GTP-Hydrolysedomine konstitutiv — aktiviert [SCHMIDT efal, 1997,
AKTORIES ¢f al., 2000; MASUDA et al., 2000; DOYE ef al., 2002; AKTORIES ef al., 2005]. Auch
eukaryotische TGasen serotonylieren Rab-GTPasen spezifisch an diesem Glutaminrest und
aktivieren diese offensichtlich [AHMED ez a/, 2008]. Fir RhoA konnte diese Aktivierung mit
Hilfe von Effektorbindungsstudien eindeutig nachgewiesen werden [WALTHER ef @/, 2003c;
GUILLUY et al, 2007]. Da die GTP-Hydrolysedomine der o-Untereinheiten heterotrimerer
G-Proteine die gleiche Konsensussequenz (DxxGQ) enthilt, ist es sehr wahrscheinlich, dass
sie in speziellen physiologischen Kontexten auch serotonyliert und dadurch aktiviert werden.
In vitro konnte dies in unserem Labor schon fiir verschiedenen heterotrimere G-Proteine
nachgewiesen werden (VOWINCKEL, unverdffentlichte Daten).

Was geschieht nun mit den konstitutiv aktivierten GTPasen in der (-Zelle? Eine linger
anhaltende Aktivierung von zelluliren Signalmolektlen ohne negative Auswirkungen auf die
Zellfunktion ist nur schwer vorstellbar. Bekanntermallen werden GTPasen, die durch
bakterielle TGasen konstitutiv aktiviert worden sind, verstirkt polyubiquitinyliert [DOYE e7 al.,
2002; BOYER e# al., 2006]. Ubiquitin wird als Signalmolekil von der 19S-Untereinheit des
Proteasoms erkannt und die polyubiquitinylierten GTPasen werden rasch proteasomal
degradiert und somit inaktiviert. Dass dieser Prozess unter physiologischen Bedingungen zur
Inaktivierung von durch Serotonylierung aktivierten kleinen GTPasen stattfindet, konnte

kiirzlich erstmals fiir RhoA in glatten GefiBBmuskelzellen beschrieben werden [GUILLUY ef al.,
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2007]. Auch in glucosestimulierten [-Zellen unterliegen serotonylierte Proteine einem
verstirktem proteasomalen Abbau (Abb. I11.19), wobei serotonyliertes Rab3a stirker als
Rab27a degradiert wird (Abb. II1.24). Dieser Unterschied wird vermutlich durch eine
unterschiedliche Kinetik des Abbaus von Rab3a und Rab27a verursacht und kénnte die
unterschiedliche Funktion dieser GTPasen bei der Insulinsekretion widerspiegeln.

Studien mit GTPase-defizienten Rab27a-Mutanten zeigen, dass konstitutiv aktives Rab27a die
glucosestimulierte Insulinsekretion férdert [YT ef al, 2002]. Aktives Rab27a scheint fir die
Translokation der PB-Granula aus dem RP und deren Andocken an die Plasmamembran
notwendig zu sein und erhilt dadurch auch bei fortschreitender Fusion der Granula den RRP
aufrecht [WASELLE ¢f al, 2003; KASAI ezal, 2005]. Im Gegensatz dazu verringert die
Expression von GTPase-defizienten, konstitutiv aktiven Rab3a-Mutanten die stimulierte
Insulinsekretion in Insulinomazellen, indem es die Translokation der B-Granula aus dem RP
verhindert [REGAZZI et al, 1996; 1Ez71 et al, 1999]. Trotz dieser auf den ersten Blick
gegensitzlichen Funktion der beiden GTPasen ist auch Rab3a fiir den Transport der
B-Granula aus dem RP in den RRP notwendig. Es konnte gezeigt werden, dass aktiviertes
Rab3a an das Ca*"-bindende regulatorische Protein Calmodulin bindet und es dadurch an die
B-Granula des RP rekrutiert [COPPOLA ¢ al., 1999]. Unter stimulatorischen Bedingungen wird
Rab3a inaktiviert und Calmodulin aus dem Komplex freigesetzt, welches die Phosphatase
Calcineurin aktiviert [KAJIO ef al, 2001; COPPOLA ¢/ al., 2002; DONELAN ¢f al., 2002]. Diese
stimuliert ihrerseits durch Dephosphorylierung das ATP-abhingige Motorprotein Kinesin, das
den Transport der B-Granula vom RP entlang der Mikrotubuli zum RRP der Plasmamembran
hervorruft [DONELAN efal, 2002]. Aktives Rab3a scheint also fur die Rekrutierung von
Calmodulin in den frithen Schritten des Vesikeltransportes notwendig zu sein, wihrend die
kontinuierliche Sekretion einen Wechsel zwischen aktivem und inaktivem Rab3a erfordert. Es
konnte daher physiologisch relevant sein, dass die Aktivierung von Rab3a durch
Serotonylierung von einem schnellen proteasomalen Abbau begleitet wird, wihrend Rab27a
stirker serotonyliert wird und wesentlich stabiler ist (Abb. I11.24).

Obwohl die Funktion von Rab3a bei der murinen Insulinsekretion essenziell ist, wird dieses
Protein in humanen f-Zellen nicht exprimiert. In humanen Inselzellen sind jedoch andere
Isoformen dieser GTPase, Rab3b und Rab3c, vorhanden, die auch in murinen und cricetinen
B-Zellen vorkommen und offensichtlich redundante Funktionen erfiillen [REGAZZI e7 al., 1996;
18771 et al., 1999]. Es ist daher anzunehmen, dass die Funktionshomologie dieser Proteine
auch mit einer vergleichbaren Aktivierung durch Serotonylierung und einer Inaktivierung

durch proteasomalen Abbau einhergeht.
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Die Inaktivierung des katalysierenden Enzyms TGase 2 [BERNASSOLA ¢ al., 2002], ein Fehlen
des Donoramins 5-HT (Iph1-/-) oder der Akzeptorproteine Rab3a und Rab27a
[YAEKURA e7 al., 2003; KASAL e7 al., 2005] fihren alle zu einer gestorten Insulinsekretion. Dies
zeigt die zentrale Rolle der Serotonylierung bei der Exocytose der $-Granula.

Es gibt in peripheren Geweben viele Zellen, die 5-HT selbst synthetisieren oder es mit Hilfe
des SERT aufnehmen. In diesen Geweben ist die Wirkung von 5-HT hiufig lokal begrenzt,
daher sprechen wir in diesem Zusammenhang auch von den so genannten mikroserotonergen
Systemen. Da fehlendes 5-HT in den [-Zellen die Fehlfunktion des Pankreas von
Tph1-/- Miusen auslost und diese Zellen mit TGase 2, SERT und VMAT2 alle bislang
bekannten Komponenten der Serotonylierungmaschinerie besitzen (Abb. I11.18 und I11.20),
konnen die Inselzellen des Pankreas ebenso als mikroserotonerges System angesehen werden.
Die B-Zelle ist das vierte bislang identifizierte mikroserotonerge System, dessen Funktion auf
der Serotonylierung beruht, was die Annahme erhirtet, dass die Serotonylierung unter
physiologischen Bedingungen eine entscheidende modulatorische Funktion in einer Vielzahl
von Geweben erfillt. Dartiber hinaus sollten die in der vorliegenden Studie entwickelten
qualitativen und quantitativen Nachweismethoden die Entdeckung und Charakterisierung

neuer Prozesse erméglichen, die durch eine Serotonylierung beeinflusst werden.

2.4 Einfluss der Serotonylierung auf die Insulinwirkung

Moglicherweise bilden nicht nur die (-Zellen, sondern auch die Zielzellen des Insulins ein
serotonerges Mikrosystem. Dafiir spricht, dass in den Tph7-/- Tieren neben der Sekretion des
Insulins auch seine Witkung verdndert ist: Tph7-/- Tiere zeigen im Insulintoleranztest eine
leichte Insulinresistenz (Abb. II1.8 C). AuBlerdem tritt im ntichternen Zustand neben der
bereits beschriebenen Hyperglykimie auch eine leichte Hyperinsulindmie auf, die jedoch nicht
immer Signifikanzniveau erreicht (Abb. II1.9 und II1.14). Die Insulinresistenz kénnte eine
Folge ihres Diabetes sein, sie konnte aber auch auf eine modulatorische Funktion von 5-HT
auch bei der Vermittlung der Wirkung von Insulin in den Zielgeweben hindeuten. In diesen
Geweben bindet Insulin an den Insulinrezeptor der Plasmamembran, der als Tyrosinkinase
zunichst sich selbst und nachfolgend eine Reihe zellulirer Proteine phosphoryliert, was
letztlich die Proteinsyntheserate und die Aktivitit verschiedener Enzyme verdndert und
vesikuldre Transportprozesse moduliert. In Adipocyten und Myocyten erhoht Insulin die
Glucoseaufnahme durch Stimulierung der Translokation des GLUT4 aus perinucleiren
Depots an die Zelloberfliche, an der aktivierte GTPasen der Rab4-Familie maligeblich
beteiligt sind [VOLLENWEIDER ¢/ al, 1997]. Bisher wurde vermutet, dass Insulin diese

GTPasen tber seine inhibitorische Wirkung auf das GAP AS160 aktiviert, das mit Rab-
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GTPasen auf GLUT4-Vesikeln kolokalisiert und diese durch Stimulierung ihrer GTP-
Hydrolyseaktivitit inaktiviert [EGUEZ ef al., 2005].

BekanntermaBen erhoht Insulin dessen ungeachtet die intrazellulire Ca*"-Konzentration in
Muskel- und Fettzellen [DRAZNIN e7 al., 1988; ESPINOSA e al., 2004]. Dieser Ca* -Influx ist bei
Ubergewichtigkeit stark verringert [DRAZNIN efal, 1988], was aufgrund des bekannten
Zusammenhangs von Adipositas und Insulinresistenz eine Beteiligung dieses Ca*"-Influxes in
den Zielzellen von Insulin an der Atiologie von T2DM nahelegt. Erhéhte intrazellulire
Ca®'-Konzentrationen aktivieren allerdings auch TGasen, die méglicherweise Rab4-GTPasen
durch Serotonylierung konstitutiv aktivieren und so die Translokation der GLUT4-Vesikel
verstirken. Ein Zusammenhang zwischen 5-HT und der Wirkung von Insulin auf Muskel-
und Fettzellen wird auch in der Literatur diskutiert [NG ez al, 1986; FISCHER ef al., 1995;
BAILEY ef al., 2001; COELHO et al, 2007], allerdings wird der Wirkmechanismus von 5-HT
beispielsweise auf die Glucoseaufnahme in diesen vorwiegend deskiptiven Studien nicht
eindeutig geklart.

Bei den TPH1-defizienten Tieren ist eine Serotonylierung in den Muskel- und Fettzellen nicht
moglich, was zur beobachteten leichten Insulinresistenz beitragen kénnte. Ob 5-HT
tatsichlich die Wirkung von Insulin in den Zielgeweben moduliert, lisst sich anhand der
durchgefiihrten Experimente jedoch nicht abschlieBend beantworten. Daher soll in nach-
folgenden Studien geprift werden, inwieweit sich Fett- und Muskelzellen von Tph7-/- und
wt-Tieren beziiglich ihrer Insulinsensitivitit und der insulinabhingigen Ca®’-Mobilisierung
sowie der Glucoseaufnahme unterscheiden und der Einfluss von 5-HT und verschiedener
TGase-Inhibitoren auf diese Prozesse untersucht werden. Die Anderung der intrazelluliren
Ca®"-Konzentration lisst sich beispielsweise durch den membrangingigen Fura-2-acetoxy-
methylester (Fura-2AM) fluorometrisch in lebenden Zellen verfolgen, die insulinvermittelte
Aufnahme von Glucose soll mit Hilfe der nicht katabolisierbaren 2-Deoxy-D-[’H]-glucose

radiometrisch quantifiziert werden.

2.5 Modell der durch 5-HT modulierten Insulinsekretion

Die Serotonylierung von kleinen GTPasen ist ein zentraler Mechanismus in der Feinregulation
der Insulinsekretion. Die gezeigten Daten erlauben die Betrachtung der an der
Insulinsekretion beteiligten Komponenten aus einem neuen Blickwinkel und erkliren die

Funktion des in den B-Granula vorkommenden 5-HT (Abb. IV.1).
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Abb. IV.1: Modell der durch 5-HT modulierten Exocytose von f-Granula aus glucose-
stimulierten B-Zellen. Die klassische Abfolge von Glucosetransport, Glucoseoxidation und
ATP-Erzeugung, ATP-vermittelter SchlieBung von Kaliumkanilen, Membrandepolarisierung und
Calciumeinstrom durch spannungsabhingige Calciumkanile ist im oberen Teil dargestellt. Neben
anderen Funktionen aktiviert Calcium zellulire TGasen, die eine Vielzahl von Proteinen
serotonylieren. So gehdren Rab3a und Rab27a, die zentral an der Ausschittung von Insulin
beteiligt sind, zu den Signalproteinen, die in der f-Zelle durch diesen Mechanismus aktiviert
werden. In der Folge werden Insulin und 5-HT zusammen ausgeschiittet. Wihrend Insulin
hauptsichlich endokrin wirkt, erfiillt 5-HT seine Funktion in einer autokrinen und parakrinen
Schleife. Zunichst verringern hohe extrazellulire 5-HT-Konzentrationen ([5-HT].) die weitere
Insulinsekretion iber den 5-HT1a-Rezeptor. Dieser Effekt wird jedoch tber die Wiederaufnahme
des [5-HT]. durch den SERT zunehmend abgeschwicht. Schlielich erreicht die intrazelluldre
5-HT-Konzentration ([5-HT];) deutlich héhere Werte als [5-HT]. und verstitkt dadurch die
weitere Insulinsekretion durch Serotonylierung. Dieser 5-HT-vermittelte Wechsel zwischen
Inhibition und Verstirkung koénnte zum bekannten Oszillieren der Insulinausschittung aus
glucosestimulierten (3-Zellen beitragen.

5-HT wird zusammen mit Insulin ausgeschiittet, wenn erhohte Glucosekonzentrationen
B-Zellen stimulieren, und wirkt zunichst auto- und parakrin auf 5-HT,,-Rezeptoren der
B-Zellen. Diese Rezeptoren hemmen zunichst die weitere Insulinsekretion [COULIE ef af,
1998], indem sie uber gekoppelte G;-Proteine die Adenylatcyclase inaktivieren, dadurch die
cAMP-Konzentration in der B-Zelle senken und so die Stimulation der Insulinsekretion durch
den EPAC2:cAMP-Komplex verhindern (Absch.IV.2.2). Uber den SERT nehmen die

B-Zellen 5-HT jedoch schnell wieder auf und akkumulieren es im Cytosol, wodurch letzlich
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die intrazellulire 5-HT-Konzentration wesentlich hoher als die extrazellulire wird. Dies
beendet die vom 5-HT,,-Rezeptor vermittelte Hemmung der Insulinsekretion und wieder
aufgenommenes 5-HT stimuliert zusammen mit Ca*’-Ionen cytosolische TGasen, die
vermutlich eine ganze Reihe von Zielproteinen durch Serotonylierung posttranslational
modifizieren. Zu diesen gehoren unter anderem Rab3a und Rab27a, die dadurch aktiviert
werden und die Insulinsekretion verstirken. Dies erhoht erneut die extrazelluliren
5-HT-Konzentrationen, die eine weitere Hormonsekretion zunichst erneut hemmen.

Das postulierte Modell einer abwechselnden Verstirkung und Schwichung der
Insulinsekretion durch 5-HT steht im FEinklang mit der lange bekannten pulsierenden
Ausschittung von Insulin, die von synchronen Calciumoszillationen begleitet wird
[BARBOSA ¢7al., 1998]. Diese Calciumoszillationen, die vermutlich mit intrazelluliren
5-HT-Oszillationen einhergehen, erfiillen die Voraussetzungen fiir die Serotonylierung kleiner

GTPasen [WALTHER ¢ al., 2003c].

3 Lebenserwartung der Tph7-/- Tiere

Interessanterweise zeigen Tphl-/- Miuse trotz ihres Diabetes (Absch. III.1.5), ihres
Ubergewichtes (Absch. 111.1.2.1), ihrer gestorten primiren Himostase [WALTHER e a/, 2003c],
ithrer verinderten Herzmorphologie [COTE efal, 2003] und ihres verringerten Leberrege-
nerationspotenzials [LESURTEL ef al, 20006] keine der fir diese Krankheit typischen
Beeintrichtigungen [WALTHER ef a/., 2003b; WALTHER ef a/., 2003c] und sie leben ebenso lang
wie ihre wt-Wurfgeschwister (Abb. 111.15).

Dieser Befund ist erstaunlich, da unbehandelter Diabetes mellitus normalerweise die
durchschnittliche Lebenserwartung deutlich verkirzt [BELL ef a/, 2001; FAJANS ez al., 2001].
Besonders die Entwicklung von Sekundirschiden wie kardiovaskulire Erkrankungen ist ein
Hauptgrund fir die Morbiditit und Mortalitit von Diabetes. Wie wir jedoch schon in friheren
Studien zeigen konnten, sind Tph7-/- Miuse weit weniger anfillig fiir Gefil3verschlisse durch
experimentellen Thromboembolismus und Thrombose als wt-Tiere, da ihre primire
Himostase verringert ist [WALTHER ef a/., 2003c; PETER e7 al., 2007].

Dies legt nahe, dass therapeutische Verringerungen der peripheren Serotoninspiegel durch
spezifische Hemmung der TPH1 zusitzlich zur Kontrolle des Blutglucosespiegels
Gefillkrankheiten und ihre Folgeerkrankungen bei Diabetespatienten lindern und damit deren
Lebensqualitit und Lebenserwartung deutlich verbessern konnten. Da jedoch durch eine

Verringerung der peripheren 5-HT-Spiegel auch die Insulinsekretion negativ beeinflusst wird
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(Absch. IV.2.2), ist solch eine Behandlung nur fiir Patienten mit T1DM sinnvoll, da diese
ohnehin kein Insulin mehr sekretieren und somit diese unerwiinschte Nebenwirkung nicht
auftreten kann. Es wurden mittlerweile erste spezifische Inhibitoren fiir TPH1 entwickelt (LP-
533401 und LP-615819), welche die 5-HT-Spiegel des Gehirns nicht beeinflussen, diese
wurden jedoch bislang nur fiir Studien des Gastrointestinaltraktes eingesetzt [LIU e a/., 2008].
Sie kénnten bei der Untersuchung der potenziell gefillprotektiven Wirkung verminderter
petipherer 5-HT-Spiegel zur Verifizierung der mit den Tph7-/- Tieten erhaltenen Ergebnisse

von grof3em Nutzen sein.

4 Transgenes Tiermodell fiir TIDM

Der durch die verinderte Lebenserwartung der Tph7-/- Tiere implizierte positive Effekt
verringerter peripherer 5-HT-Spiegel auf den Gesundheitszustand bei T1DM ldsst sich am
besten mit einem geeigneten Tiermodell fur diese Krankheit untersuchen. Das bislang am
besten studierte und am haufigsten eingesetzte Tiermodell fur T1DM ist die so genannte
NOD-Maus (non-obese diabetic), die spontan wihrend einer Ziichtung von Miusen mit
Katarakten auftrat [MAKINO ez al, 1980]. NOD-Miduse entwickeln im Alter von etwa
12-18 Wochen eine Autoimmunreaktion, die eine Infiltrierung des Pankreas durch
autoreaktive Leukocyten, die so genannte Insulitis, hervorruft und zum Verlust der $-Zellen
und Hyperglykimie fithrt [KIKUTANI ¢z a/, 1992]. Die Physiologie dieser Mause reflektiert
hinsichtlich vieler Kriterien die Entstehung von humanem T1DM; so ist die Vererbung
ebenfalls polygen, das Immunsystem ist fehlreguliert, immunsuppressive Medikamente
kénnen den Ausbruch der Krankheit verzégern und es sind schon vor Krankheitsbeginn
Autoantigene gegen Insulin vorhanden [ROEP ez al, 2004]. Es gibt jedoch auch zahlreiche
immunologische Unterschiede. Beispielsweise vermitteln im Gegensatz zum Menschen
hauptsichlich B-Zellen die Autoimmunreaktion bei NOD-Mausen und Autoantigene gegen
die Glutaminsdure-Decarboxylase 65 (GADG5) und das Inselzellantigen 2 (IA2) treten erst
nach Krankheitsbeginn auf [BONIFACIO e/ @/, 2001]. Dartiber hinaus gibt es bei den NOD-
Maiusen starke geschlechtsspezifische Unterschiede beztiglich der Inzidenz und des
Krankheitsbeginns: wihrend nach 20 Wochen etwa 60 % der weiblichen Tiere einen Diabetes
entwickelt haben, sind es bei den minnlichen Tieren selbst nach 30 Wochen nur ca. 15 %
[VALORANI e# a/,, 2004]. Fiir Studien zur Atiologie von T1DM mag dieses Tiermodell zwar

geeignet sein, fur unsere Fragestellung sind die NOD-Miuse aufgrund der geringen Inzidenz
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und des uneinheitlichen Beginns des Diabetes jedoch ungeeignet. Dariiber hinaus erfordert
der verringerte Immunstatus der NOD-Miuse aufwindige Zuchtbedingungen.

Eine weitere Moglichkeit zur Induzierung eines T1DM in Miusen besteht in der Schiadigung
des Pankreas durch Streptozotocin. Dieses Toxin ist ein Nitrosoharnstoffderivat aus
Streptomyces achromogenes, dessen Struktur aus an die C,-Position von Glucose gebundenem
Methylnitrosoharnstoff besteht. Es hat ein breites antibiotisches Wirkungsspektrum, seine
relativ selektive Wirkung auf B-Zellen beruht auf seiner Aufnahme durch den in hoher Dichte
auf diesen Zellen vorkommenden GLUT2. In den Zellen wird Methylnitrosoharnstoff von
der Glucose abgespalten und 16st durch Alkylierung der DNA die Apoptose der B-Zellen aus
[REES ez al, 2005]. Die Verwendung von Streptozotocin bietet zwar den Vorteil der
Induzierbarkeit des T1DM, die Inzidenz des Diabetes schwankt jedoch je nach dem
genetischen Hintergrund der verwendeten Tiere zwischen 30 und 90 % [TESCH et al., 2007].
Dartber hinaus hat Streptozotocin auch einen breiten unspezifischen cytotoxischen Effekt
und kann beispielsweise akutes Nierenversagen verursachen, was sich zum einen negativ auf
die Anzahl der benétigten Tiere auswirkt und zum anderen die Interpretation erhaltener
Daten erschwert [TAY 7 al., 2005].

Dem gegentiber bietet das in der vorliegenden Arbeit entwickelte System zur Ablation der
B-Zellen mit Hilfe des Protoxins CB1954 und der spezifisch in diesen Zellen exprimierten
NTR aus E. co/i den Vorteil, selektiv nur B-Zellen anzugreifen. Dariiber hinaus ist es ebenfalls
induzierbar und im Gegensatz zu anderen, hiufig verwendeten Protoxin/Enzym-Systemen
wie dem Ganciclovir/Thymidinkinase-System unabhingig vom Zyklus der Zielzellen, es
koénnen also auch nicht proliferierende Zellen ablatiert werden [BRIDGEWATER e a/, 1995]. Es
wurde schon mehrfach zur Ablation von murinen Zellen 7z vivo eingesetzt, unter anderem
wurden Neuronen des Gehirns, Adipocyten und T-Lymphocyten deletiert [DRABEK et al,
1997; ISLES e# al., 2001; FELMER ef al., 2002]. Ein verwandtes System, welches neben der NTR
jedoch das Protoxin Metronidazol nutzt, wurde kirzlich erfolgreich bei transgenen
Zebrabirblingen angewendet, um spezifisch pankreatische -Zellen, Kardiomyocyten oder
Hepatocyten abzutoten [CURADO ef al., 2007].

Die Funktionalitit der beiden genetierten CB1954/NTR-Systeme, insbesondere die Aktivitit
der PB-Zell-spezifischen Promotoren, belegen die 7z vztro Studien an der Insulinomazelllinie
RINm5F (Abb. I11.27). Die Induzierbarkeit eines T1DM von transgenen gnfro Miusen
bestitigt die durchgefithrten Vorversuche (Absch. I11.3.7). Da auch die E. co/7 Bakterien der
Darmflora NTR exprimieren, kann als Nebenwirkung einer CB1954-Verabreichung eine
Diarrhée auftreten. Eine weitere Nebenwirkung hoher Dosierungen von CB1954 ist die durch

endogene hepatische Reduktasen verursachte Lebertoxizitit, diese Effekte treten in Miusen
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jedoch erst ab Dosierungen von 140 ug/g auf [TANG efal, 2007]. Die in der Literatur
beschriebene und daher auch in den Vorversuchen angewendete Dosis von 50 pug/g liegt
jedoch deutlich niedriger, dementsprechend traten diese Nebenwirkungen auch nicht auf.
Dartber hinaus verbessert sich durch die Codonoptimierung des eingesetzten gnfro Gens fur
den Gebrauch in Siugerzellen die Translationseffizienz, wodurch die Sensitivitit NTR-
exprimierender Zellen erheblich erhoht ist [GROHMANN ¢7 a/, in Revision]. Ausgehend von
Studien an Zellkulturen wird sich die fiir eine P-Zellablation in gufro Tieren notwendige
Dosierung voraussichtlich auf hochstens 10 % reduzieren [GROHMANN e7 /., in Revision].
Dartber hinaus erlauben die generierten gnfro Miuse auch den Einsatz alternativer Protoxine,
die seit einiger Zeit aktiv erforscht werden und teilweise eine deutlich héhere Bioaktivitit
aufweisen [HU ¢z al., 2003; ATWELL ef al., 2007].

In nachfolgenden Studien soll die Verabreichung von CB1954 im Hinblick auf die Anzahl und
Hohe der Einzeldosierungen optimiert werden. Durch Variation der Dosis bietet sich auch die
interessante Moglichkeit, fiir eingehende Studien verschiedene Schweregrade von T1DM zu
induzieren. Nach Abschluss dieser Studien und der weiteren Zuchtung der verschiedenen
Linien sollen die transgenen gnfro Tiere mit den Tph1-/- Miusen zum Erhalt doppelt trans-
gener Tiere verpaart werden. Der Vergleich der Tph1-/-gntro Tiere mit Tph1+/+gntro Kontroll-
tieren wird ermdglichen, die Auswirkungen der 5-HT-Defizienz auf die Sekundirschiden
verschiedener Schweregrade von T1DM zu untersuchen und damit gegebenenfalls die

postulierte gefiBBprotektive Wirkung reduzierter peripherer 5-HT-Spiegel zu verifizieren.
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VIANHANG

A Zusammenfassung

Diabetes mellitus ist eine lebensbedrohliche Erkrankung, deren Privalenz mit
bedenklicher Geschwindigkeit zunimmt. Obwohl die Krankheit Gegenstand zahlloser Studien
ist und viele Tiermodelle fir die verschiedenen Diabetestypen generiert wurden, um die
Atiologie dieser Krankheit aufzukliren, sind einige ihrer Aspekte immer noch nicht vollstindig
verstanden. Dazu gehort die ritselhafte Funktion von Serotonin (5-HT) in den pankreatischen
B-Zellen, dessen Kolokalisation mit Insulin in den B-Granula der Inselzellen seit Uber
30 Jahren bekannt ist und sogar hdufig zur indirekten Quantifizierung der Insulinsekretion
genutzt wird. Nichtsdestotrotz konnte das Vorkommen von 5-HT in [-Zellen bislang
mechanistisch nicht erklirt werden.

Zur Klirung der Funktion von 5-HT in -Zellen wurden transgene Miuse untersucht, bei
denen das fir die Tryptophan-Hydroxylase 1 codierende Gen inaktiviert ist (1ph7-/-). Deren
periphere Gewebe enthalten infolge dessen kein 5-HT, wihrend die neuronalen 5-HT-Spiegel
unverindert sind. Die Tph7-/- Mduse haben einen gestorten Metabolismus, der sich durch
Hyperphagie, eine verinderte Insulinsekretion, und Diabetes mellitus manifestiert. Durch
Glucosetoleranztests mit gleichzeitiger Bestimmung der Glucose- und Insulinspiegel wurde
cine Insulinsekretionsdefizienz der B-Zellen von 5-HT-defizienten Miusen aufgedeckt, was
den Diabetes unter Beriicksichtigung seiner Vererblichkeit und des frithen Krankheitsbeginns
bereits zwei Wochen nach der Geburt als juvenilen Erwachsenendiabetes (MODY) klassi-
fiziert. Wurden jedoch die peripheren 5-HT-Spiegel mit seiner Vorldufersubstanz 5-Hydroxy-
tryptophan rekonstituiert, konnte der diabetische Phinotyp vollstindig aufgehoben werden.

Wie die eingehende Untersuchung der zu Grunde liegenden Mechanismen an Insulinoma-
zellen ergab, wird 5-HT von Transglutaminasen kovalent an die kleinen GTPasen Rab3a und
Rab27a gekoppelt, die dadurch konstitutiv aktiviert werden und die Insulinsekretion
verstirken. Dieser rezeptorunabhingige Signalmechanismus wurde von uns kirzlich in
Thrombocyten entdeckt und Serotonylierung genannt. Serotonyliertes Rab3a wird verstirkt
ubiquitinyliert und proteasomal abgebaut, was im Einklang zur bekannten Inaktivierung
anderer serotonylierter GTPasen steht. Wie die Ergebnisse zeigen, ist intrazellulires 5-HT ein
positiver Modulator der Insulinsekretion und die Serotonylierung von Rab3a und Rab27a
dient ihrer Feinregulation. Aus den vorgestellten Ergebnissen lassen sich neue pharma-
kologische Moglichkeiten zur therapeutischen Beeinflussung der Insulinsekretion ableiten, die
im Detail diskutiert werden. Darlber hinaus ist es sehr wahtscheinlich, dass 5-HT auch in
weiteren physiologischen Zusammenhingen iber eine Serotonylierung von Signalproteinen
wirkt, zusitzlich zu seiner bekannten rezeptorvermittelten Signalwirkung.

Interessanterweise ist die Lebenserwartung von Tph7-/- Tieten trotz ihres Diabetes
normal und sie zeigen keine der typischen Diabetes-assoziierten kardiovaskuldren Sekundar-
schiden. Deren Auftreten wird vermutlich durch die in der Literatur beschriebene verringerte
primire Himostase der Tphl-/- Tiere verhindert. Um den potenziellen therapeutischen
Nutzen einer Reduktion peripherer 5-HT-Spiegel von Diabetespatienten untersuchen zu
koénnen, wurde ein induzierbares Mausmodell fir Typ-1 Diabetes mellitus (T1DM) generiert.
Das Modell basiert auf der spezifischen Expression der Nitroreduktase aus E. o/ in den
B-Zellen der Tiere, die das ungiftige Protoxin CB1954 zu einem potenten Cytotoxin umsetzt
und damit die 3-Zellablation und einen T1DM auslost. Die Wirksambkeit dieses Modells wurde
in Insulinomazellen und transgenen Tieren bestitigt, die den erwarteten induzierbaren T1DM
zeigen. Anhand dieses Tiermodells kann kunftig die Auswirkung einer peripheren
5-HT-Depletion auf die Sekundirschiden von T1DM untersucht werden, wobei die 5-HT-
Spiegel pharmakologisch oder durch Kreuzung mit den Tph7-/- Miusen verringert werden
konnen.
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B Abstract

Diabetes is a life-threatening disease with a prevalence that is increasing at an alarming rate.
It is extensively investigated and a considerable number of animal models were generated to
shed light on the actiology of this disease. However, many regulatory aspects of insulin
secretion are still poorly understood. One unanswered question concerns the enigmatic role of
serotonin (5-HT) in B-cells, although its co-localization with insulin in P-granules of
pancreatic islets was demonstrated more than three decades ago and, moreover, it is often
used as a surrogate measure for insulin secretion. Nevertheless, the physiological role of 5-HT
in P-cells remains uncleat.

To elucidate the function of 5-HT in B-cells, transgenic mice that lack the gene coding for
tryptophan hydroxylase 1 (1ph7-/-) and therefore also lack 5-HT in the petiphery, while brain
levels of 5-HT are normal, were investigated. Tph7-/- mice show metabolic abnormalities
defined by hyperphagia, altered insulin secretion, and diabetes mellitus. Glucose tolerance tests
with simultaneous detection of glucose and insulin identified a primary defect in insulin
secretion of the B-cells of 5-HT-deficient mice. This defect together with its heritable pattern
and the early onset already two weeks after birth classifies the diabetes as maturity-onset
diabetes of the young (MODY). The replenishment of peripheral 5-HT by application of its
direct precursor 5-hydroxytryptophan completely rescued this phenotype.

In elucidating the underlying mechanism in insulinoma cells, it is demonstrated that
serotonin is transamidated to the small GTPases Rab3a and Rab27a by transglutaminases
during insulin exocytosis, which renders them constitutively active, in a receptor-independent
signalling mechanism we have recently identified in thrombocytes and have termed
‘serotonylation’. It is also shown that serotonylated Rab3a is subjected to enhanced
proteasomal degradation, which is in line with the known inactivation of other serotonylated
GTPases. Taken together, this study identifies intracellular 5-HT as a positive modulator of
insulin secretion, which is finely regulated by the serotonylation of Rab3a and Rab27a. New
pharmacological possibilities in diabetes therapy resulting from the presented data will be
discussed in detail. Moreover, our results suggest that serotonin is likely to function in various
physiological contexts via serotonylation in concert with the known receptor-mediated
signalling.

Interestingly, despite of their diabetes mellitus, Tph7-/- mice live as long as their wild type
littermates and do not suffer from cardiovascular secondary damages typically associated with
diabetes. The known reduced primary haemostasis of Tph7-/- mice most likely prevents these
complications. To study the possible therapeutic benefit of reduced peripheral 5-HT levels for
diabetes patients, an inducible mouse model for type 1 diabetes mellitus (T1DM) was
generated. This model is based on the expression of E. ¢/ nitroreductase specifically in 3-cells
of the mice, which converts the non-toxic prodrug CB1954 into a potent cytotoxin thereby
ablating the P-cells and inducing TIDM. The function of this model was verified in
insulinoma cells and transgenic animals that show the expected inducible T1DM. This model
should allow to investigate the consequences of 5-HT depletion on the development of
secondary damages in T1DM either by pharmacological depletion or by crossing of the
T1DM mice to Tph7-/- mice.



VI ANHANG 116

C Danksagung

Mein Betreuer Diego J. Walther hat mir nicht nur die Moglichkeit gegeben, das vorgegebene
Thema weitgehend selbstindig zu bearbeiten, durch seinen fachlichen Rat und die langjahrige
freundschaftliche Unterstiitzung hat er auch entscheidenden Anteil an dem roten Faden, der

diese Arbeit (hoffentlich) durchzieht.

Prof. Constance Scharff hat diese Dissertation betreut und begutachtet, sie gab mir dariiber
hinaus wertvolle Hinweise und war mir ein Vorbild, auch komplexe Sachverhalte klar und

einfach darzustellen.

Prof. Heidrun Fink begutachtete diese Arbeit und stellte mir zusammen mit ihren Mitarbeitern
des Institutes fur Pharmakologie und Toxikologie der Freien Universitit, insbesondere mit
Jorg-Peter Voigt und Bettina Bert, ihre ausgezeichnete verterindrmedizinische Expertise fir

die Futterungsexperimente zur Verfiigung.

Prof. Matjan Rupnik lie3 mich an seinem fundierten Wissen tiber die in 3-Zellen ablaufenden
Prozesse sowie seiner Gastfreundlichkeit teilhaben und fithrte mich in die komplexe Technik

der Inselzellisolierung ein.

Alle momentanen und fritheren Mitglieder der AG Neurochemie haben meine Promotion
durch die entspannte Arbeitsatmosphire, die kollegiale Zusammenarbeit und die gemeinsam
gemeisterten Missionen zu einer tollen Zeit gemacht und meine Frustrationsgrenze mehr als

einmal nach oben verruckt.

Meine Familie, insbesondere meine Eltern und meine liebste Tina, hat mir stets den
liebevollen Rickhalt gegeben, ohne den diese Arbeit nicht moglich gewesen wire. Thnen

widme ich diese Arbeit.

Thnen allen méchte ich an dieser Stelle aufrichtig und herzlich danken!



VI ANHANG 118

E Publikationen

WALTHER, D.J., PETER, J.-U., WINTER, S., HOLTJE, M., PAULMANN, N., GROHMANN, M.,
VOWINCKEL, J., ALAMO-BETHENCOURT, V., WILHELM, C.S., AHNERT-HILGER, G. und
BADER, M. (2003). Serotonylation of small GTPases is a signal transduction pathway
that triggers platelet alpha-granule release. Ce//, 115: 851-862.

PAULMANN, N., GROHMANN, M., VOIGT, J.-P., BERT, B., HENSCHEN, S., VOWINCKEL, J.,
WALTHER, M., PETER, J.-U., BADER, M., RUPNIK, M., FINK, H. und WALTHER, D.J.
(eingereicht). Impaired serotonylation in pancreatic 3-cells causes diabetes mellitus.

GROHMANN, M., PAULMANN, N., VOWINCKEL, J. und WALTHER, D.]. (in Revision). A
mammalianized synthetic nitroreductase gene for high-level expression.

Kurzmitteilungen
WALTHER, D. J.,, VOWINCKEL, ]., WALTHER, M., GROHMANN, M., PETER, J.-U. und
PAULMANN, N. (2006). The biochemical basis of monoaminylation in platelets.

Hdimostaseologie, 26: A16.

VOWINCKEL, J., PAULMANN, N., GROHMANN, M. und WALTHER, D. J. (2005). Activating
monoaminylation of G proteins. [DOIL:10.1240/sav_gbm_2005_h_001181]



V1 ANHANG 119

F Selbstindigkeitserklirung

Ich versichere hiermit gem. § 5 Abs. 4 und Abs. 2b der Promotionsordnung des Fachbereichs
Biologie, Chemie, Pharmazie, diese Dissertation selbstindig verfasst und nur die angegebenen
Hilfsmittel und Hilfen in Anspruch genommen zu haben. Alle Experimente und Analysen
wurden von mir eigenstindig durchgefiihrt, mit Ausnahme der Fitterungsexperimente (in
Zusammenarbeit mit Heidrun Fink, FU Berlin) und der Analyse der Pankreasmorphologie (in
Zusammenarbeit mit Marjan Rupnik, Universitit von Maribor, Slovenien). Im Falle einer
Ablehnung werde ich meine Dissertation nur unter Hinweis auf diese Ablehnung fir ein

anderes Examen verwenden.

Nils Paulmann Berlin, Mirz 2008



V1 ANHANG

120

G Abkiirzungen

5-BAPA
5-HIAA
5-HIAL
5-HT
5-HTP
AADC

bp

BIS
BMI
BSA
CB1954
cAMP
cDNA
CNF1
cpm
CTA
DAG
DEPC
DHS
DMEM
DMSO
DNA
DNase
dNTP
dsDNA
DSMZ
DTT
E. coli
ECL
EDTA
EPAC
FCS

F4

GAP
GDH
GDI
GEF
Glc
GLUT
GSH
GST
GTP
HNF
HPLC-FD
HRPO
i.p.

Ig

1P;
IPF-1
IPTG
IRES

5-(Biotinamido)-pentylamin

5-Hydroxyindolessigsiure

5-Hydroxyindolacetaldehyd

5-Hydroxytryptamin, Serotonin

5-Hydroxytryptophan
Aromatische-Aminosdure-Decarboxylase
Aspartat-Amino-Transferase

Abbildung

Alanin-Amino-Transferase

Ammoniumperoxodisulfat

Aminosaure

Akt-Substratprotein der Masse 160 kDa

Amerikanische Zellsammlung (American Type Culture Collection)
Adenosin-5’-triphosphat

Basenpaare

N,N’-Methyl-bisacrylamid

Korpermasseindex (body mass index)

bovines Serumalbumin
5-(Azaridin-1-yl)-2,4-dinitrobenzamid

cyclisches Adenosinmonophosphat

komplementire Desoxyribonukleinsdure

cytotoxisch nekrotisierender Faktor 1

Impulse pro Minute (counts per minnte)

Cysteamin

Diacylglycerin

Diethylpyrocarbonat

Pferdeserum (donor horse serums)

Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinsdure (deoxyribonucleic acid)
Desoxyribonuclease

Desoxynucleotidtriphosphat

doppelstringige DNA

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Dithiothreitol; 1,4-Dimercapto-2,3-butandiol

Escherichia coli

verbesserte Chemoluminiszenz (enhanced chemical luminescence)
Ethylendiamintetraacetat

cAMP-aktiviertes Austauschprotein (exchange protein activated by ¢ AMP)
fotales Kilberserum (feal calf serum)
Normalschwerebeschleunigung der Erde (9,81 m's?)
GTPase-aktivierendes Protein

Glutamat-Dehydrogenase
Guaninnucleotid-Dissoziationsinhibitor
Guaninnucleotid-Austauschfaktor (guanine nucleotide exchange factor)
Glucose

Glucosetransporter

Glutathion

Glutathion-S-Transferase

Guanosin-5’-triphosphat

nucledrer Faktor von Hepatocyten (bepatocyte nuclear factor)
Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit Fluoreszenzdetektion
Meerrettich-Peroxidase (borseradish peroxidase)

intraperitoneal

Immunglobulin

Inositol-1,4,5-triphosphat

Insulinpromotorfaktor 1
1-Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid

interne Ribosomeneintrittsstelle
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kb

kDa

L1

LB
LNAA
MAO
MDC
MDMA
MODY
MOPS
mRNA
MTD
MTT
NAD+*
NADP+
NeuroD1
NMP
NTR
OD
ORF
PA

PBS
PCA
PCR
PEG
PIP,
p.i.

Rab
RNA
RNase
RP

rpm
RRP
RT

SDS
SDS-PAGE
SERT
SMBS
SMC
SPF
SSRI
SUR1
TIDM
T2DM
Taq
TBE
TEMED
TGase
TPH
Tph
Tris
Triton X-100
U

Uuv

v

v/v)
VDCC
VMAT

(w/v)

X-Gal
ZNS

Kilobasenpaare

Kilodalton

Transporter gro3er neutraler Aminosiuren

Lysogeny broth

grof3e neutrale Aminosduren (large neutral amino acids)
Monoamin-Oxidase

Monodansylcadaverin
3,4-Methylen-N-dioxymethamphetamin, Ecstasy
juveniler Erwachsenendiabetes (maturity-onset diabetes of the young)
Morpholinopropansulfonsiure

Boten-RNA (messenger RNA)

maximal tolerierte Dosis
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
Nicotinsiureamidadenindinucleotid
Nicotinsiureamidadenindinucleotidphosphat
neurogener Differenzierungsfaktor 1
N-Methylpyrrolidon

Nitroreduktase aus E. co/i

optische Dichte

offener Leserahmen (gpen reading frame)

zur Analyse (per analysis)

phosphatgepufferte Salzlésung (phosphate-buffered saline)
Perchlorsiure (perchloric acid)
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Polyethylenglycol
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

nach Injektion (post injectio)

Ras-Homologe des Gehirns (Ras homologous from brain)
Ribonucleinsdure (rbonucleic acid)

Ribonuclease

Reservepopulation der B-Granula (reserve pool)
Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
schnell freisetzbare 3-Granula (ready releasable pool)
reverse Transkription

Natriumlaurylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
5-HT-Wiederaufnahmetransporter (serofonin reuptake transporter)
Natriummetabisulfit (sodium metabisulfii)

glatte Muskelzellen (smooth muscle cells)

frei von spezifischen Pathogenen (specific pathogen-free)
selektiver 5-HT-Wiederaufnahmehemmer (selective 5-HT reuptake inhibitor)
Sulfonylharnstoffrezeptor 1

Typ-1 Diabetes mellitus

Typ-2 Diabetes mellitus

DNA-Polymerase aus Thermus aguaticus
Tris/Borat/EDTA
N,N,N’N’-Tetramethylethan-1,2-diamin
Transglutaminase

Tryptophan-Hydroxylase

Gen der Tryptophan-Hydroxylase
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Polyethylenglycol-[4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl) phenyl]-ether; (9 - 10mer)
enzymatische Einheit (un:f)

Ultraviolett

Volumen

Volumenverhiltnis

spannungsabhingiger Ca2*-Kanal (vo/tage-gated Ca’* channel)
vesikulirer Monoamintransporter

Masse

Verhiltnis Masse zu Volumen

Wildtyp
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-f-D-galactopyranosid
zentrales Nervensystem
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