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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Cabergolin, pharmakologische Eigenschaften und Anwendung bei

der Therapie von M. Parkinson und der Hyperprolaktinamie

Cabergolin ((8B)-N-[3-(Dimethylamino)propyl]- N-[(ethylamino)carbonyl]-6- (2-propenyl)-
ergolin-8-carboxamid) ist ein therapeutisch verwendeter Arzneistoff, der anhand seiner
chemischen Struktur zur Gruppe der synthetischen Ergoline gehort. Ergoline zahlen zu
den Indolalkaloiden und enthalten ein tetrazyklisches partiell hydrogeniertes Indol-[4,3-
f,g]-Chinolin Grundgerust, dessen Trivialnamen ,Ergolin® auch die Substanzklasse
bezeichnet (Abb. 1) (Schiff, 2006). Isoliert wurden die Ergoline aus dem
phytoparasitaren Mutterkornpilz (Claviceps purpurea), der vor allem Roggen befallt
(Hulvova et al.,, 2013). Die natirlichen und synthetischen Ergoline weckten das
Forschungsinteresse durch ihr breites Spektrum an peripheren und zentralen
pharmakodynamischen Wirkungen, die auf den Agonismus, Partialagonismus oder
Antagonismus an adrenergen, dopaminergen und serotonergen Rezeptoren
zurlckzufuhren sind (Emilien et al., 1999; Gérnemann et al., 2008b; Mantegani et al.,
1999; Pertz und Eich, 1999).

Cabergolin ist ein Agonist an den Dopamin D,-Rezeptoren und wird bei der Therapie
der Parkinson’schen Krankheit (Parkinson's disease PD) eingesetzt (Kvernmo et al.,
2006). Die Parkinson’sche Krankheit (PD) ist eine chronische neurodegenerative
Erkrankung, die mit dem Untergang dopaminerger Neuronen in der Substantia nigra
sowie einem nachfolgenden Dopaminmangel im Striatum einhergeht und deren priméare
Ursache ungeklart ist (Radad et al., 2005). Die Gesamtpravalenz der PD in
europdischen Industrielandern wird auf 65.6 bis 12 500 pro 100 000 geschatzt (von
Campenhausen et al., 2005). Die Pravalenz der Erkrankung steigt mit dem Alter und
betragt 1.8 % in der europaischen Beviélkerung Uber 65 Jahre (de Rijk et al., 2000;
Rajput, 1992). Die Hauptsymptomatik &uRert sich in der Beeintrachtigung der
motorischen Funktionen durch Ruhetremor, Rigiditat und Bradykinesie. Weitere
nichtmotorische Symptome sind vegetative Storungen, Demenz, Depression und
Schlafstérungen (Samii et al., 2004). Der Dopamin-Vorlaufer L-Dihydroxyphenylalanin
(Levodopa) kann die motorischen Symptome effektiv kontrollieren und ist derzeit das
wirksamste Mittel zur Therapie der PD (Munchau und Bhatia, 2000). Allerdings kommt
es durch den Verlust von dopaminergen Nervenendigungen mit Fortschreiten der

Erkrankung nach langerer Anwendungszeit zu motorischen Fluktuationen,
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Lisurid

Ergotamin Methysergid

Abb. 1 Chemische Struktur von Ergolin und einigen therapeutisch verwendeten partialsynthetischen

Ergolin-Derivaten.



1. Einleitung

Dyskinesien und Wirksamkeitsverlust (,wearing off‘) (Jankovic, 2002; Munchau und
Bhatia, 2000). Nach 5 - 10 Jahren Behandlung mit Levodopa erleiden 50-80 % der
Patienten motorische Komplikationen (Bracco et al, 2004; Rinne, 1978).
Dopaminagonisten wie Cabergolin stimulieren postsynaptische D,-Rezeptoren an
nigrostriatalen dopaminergen Neuronen und verbessern die motorischen Symptome bei
Parkinson-Patienten (Guttman und Jaskolka, 2001; Jenner, 2002). Es sind zwei
verschiedene Splicing-Varianten der D,-Rezeptoren bekannt: die kurze Daghors) und die
lange Daiong ISoform. Die D,s- und die D, -Rezeptoren unterscheiden sich durch deren
Effekte an den préa- und postsynaptischen Neuronen sowie bezuglich der Kontrolle von
motorischen und kognitiven Funktionen (De Mei et al., 2009; Usiello et al., 2000; Wang
et al., 2000). Weitere halbsynthetische Ergolinderivate fur die Therapie von Morbus
Parkinson sind Pergolid, Bromocriptin und Lisurid. Die neue Generation von
Dopaminagonisten wie Ropinirol, Pramipexol und Piribedil besitzen keine
Ergolinstruktur (Emilien et al., 1999). Weiterhin sind die Dopaminagonisten in der Lage,
die kognitiven Funktionen bei Parkinson Patienten zu verbessern (Nagaraja und
Jayashree, 2001; Weddell und Weiser, 1995). Durch die direkte und langer andauernde
Rezeptorstimulation durch die Dopaminagonisten treten motorische Komplikationen bei
Patienten mit initialer Monotherapie mit Dopaminagonisten seltener auf als bei der
Initialtherapie mit L-DOPA (Inzelberg et al., 2003; Rascol et al., 2000; Tambasco et al.,
2012). Cabergolin hat eine langere Halbwertszeit (63-68h) als andere
Dopaminagonisten und kann daher einmal taglich verabreicht werden (Bracco et al.,
2004). Durch die kontinuierliche langer andauernde dopaminerge Wirkung und das
Vermeiden rascher Fluktuationen in der Rezeptorstimulation sind Dopaminagonisten
oder der Zusatz eines Dopaminagonisten zur Therapie mit Levodopa vorteilhaft zur
Vermeidung von Dyskinesien (Stocchi, 2003; Tambasco et al., 2012). Eine
doppelblinde, Levodopa kontrollierte Studie Uber 5 Jahre zeigte ein mehr als 50 %
geringeres relatives Risiko fir das Auftreten von motorischen Komplikationen in der
Cabergolin-Gruppe verglichen mit der Levodopa-Gruppe (Bracco et al., 2004). Die
Kombination aus Levodopa mit Dopaminagonisten verringert die unerwinschten
motorischen Komplikationen und die Levodopadosierung und verlangert die Zeit, in der
der Levodopa Klinisch wirksam ist (Munchau und Bhatia, 2000; Rinne et al., 1998).
Durch die Levodopa-sparende Wirkung kommt es zur Verminderung der bei der
oxidativen Metabolisierung von Levodopa bzw. von Dopamin entstehenden freien
Radikale und dadurch zu einem mdglichen neuroprotektiven Effekt der

Dopaminagonisten (Radad et al., 2005). Auch die Stimulation von dopaminergen
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Autorezeptoren und die nachfolgende Verminderung von Dopaminsynthese und —
metabolismus, antiapoptotische sowie direkte antioxidative Effekte werden als
alternative mogliche Mechanismen fiur die neuroprotektiven Eigenschaften der
Dopaminagonisten in der Literatur diskutiert (Herrero et al., 2011; Kitamura et al., 2003;
Schapira, 2003). Dopaminagonisten sind Mittel der ersten Wahl bei der initialen
Therapie von Patienten im Alter unter 70 Jahre (Munchau und Bhatia, 2000; Samii et
al., 2004).

Weiterhin findet Cabergolin therapeutische Anwendung bei der Hyperprolaktinamie und
zum Abstillen (Andreotti et al., 1995). Prolaktin ist ein Polypeptidhormon, das in
spezialisierten laktotrophen Zellen der Adenohypophyse synthetisiert wird und die
Milchsekretion stimuliert. Darlber hinaus ist Prolaktin an diversen biologischen
Funktionen beteiligt, unter anderem an Verhalten, Metabolismus und Aufrechterhaltung
der Homoostase (Freeman et al., 2000). Ein erhohter Prolaktin-Plasmaspiegel wird
meistens mit benignen Prolaktin-sezernierenden Tumoren der Hypophyse
(Prolaktinomen) assoziiert und fuhrt zur Infertilitit und Amenorrhoe bei Frauen und zu
Hypogonadismus, sexuellen Dysfunktionen und Galaktorrhoe bei beiden Geschlechtern
(Colao und Lombardi, 1998). Dopamin bzw. Dopaminagonisten wie Cabergolin haben
durch einen negativen Rickkopplungs-Mechanismus einen hemmenden Effekt auf die
Prolaktinfreisetzung (Freeman et al., 2000; Moore, 1987). Die Stimulation der D,-
Rezeptoren an den laktotrophen Zellen im Hypophysenvorderlappen und die
nachfolgende negative Kopplung an der Adenylylcyclase fuhrt zur Hemmung der
Prolaktinsekretion und -synthese (Ben-Jonathan und Hnasko, 2001). Desweiteren
reduzieren Dopaminagonisten die ProlaktinomgréRe (Colao et al., 1997). Cabergolin ist
ein potenter Inhibitor der Prolaktin-Sekretion. Studien an gesunden mannlichen
Probanden zeigen, dass eine Einzeldosis von 0.2 mg bereits nach 4 Stunden und bis zu
4 Tagen den Prolaktinspiegel senken kann (Pontiroli et al., 1987). Eine zweimal-
wochentliche Anwendung von Cabergolin in einer Dosierung von 0.5 bis 1 mg ist
ausreichend fur die Normalisierung des Prolaktinspiegels (Rains et al., 1995).

In den letzten Jahren zeigten einige Studien, dass Cabergolin auch bei der Behandlung
anderer endokrinologischer Funktionsstorungen wie der Akromegalie und dem
Cushing-Syndrom sowie bei dem ,Restless legs“ Syndrom effektiv ist (Bertrand et al.,
2010; Mattar et al., 2010; Oertel et al., 2006; Petrossians et al., 2010; Scholz et al.,
2011; Vilar et al., 2011).
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1.2 Fibrotische Erkrankungen der Herzklappen als unerwiinschte

Arzneimittelwirkung
1.2.1 Cabergolin-induzierte Herzklappenfibrosen

Sowohl zahlreiche klinische Studien als auch Beobachtungsstudien berichten in den
letzten Jahren Uber einen kausalen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
Herzklappenfibrosen und Herzklappenfunktionsstérungen wie Regurgitation (Rickfluss
von Blut infolge einer Klappeninsuffizienz) mit der Anwendung von Cabergolin und
Pergolid als Antiparkinsonmittel (Abb. 1) (Andersohn und Garbe, 2009; Antonini und
Poewe, 2007; Horvath et al., 2004; Pinero et al., 2005; Rasmussen et al., 2011). Der
erste Fallbericht tGber diese unerwiinschten Nebenwirkungen erschien im Jahr 2002
und zeigte eine ungewdhnliche Morphologie mit fibrotischen Lasionen der Klappen
sowie schwerwiegende Regurgitationen an drei Patienten, die Pergolid fur PD
einnahmen (Pritchett et al., 2002). In einer echocardiograpischen Studie im Jahr 2004
fanden van Camp et al. eine mittelschwere bis schwerwiegende Herzklappen-
erkrankung bei 19 % der mit Pergolid behandelten Patienten vs. 0 % bei den Patienten,
die nicht mit Ergotderivaten behandelt wurden. Sechs Monate nach Absetzen der
Pergolideinnahme wurde in 2 von 6 untersuchten Patienten eine Regression der
Erkrankung gefunden. Schade et. al. (2007) evaluierten in einer retrospektiven Studie
Daten aus der britischen ,General Practice Research Database® von 11 417 Patienten,
die Dopaminagonisten einnahmen und keine medizinische Vorgeschichte einer
Herzerkrankung hatten. Die Inzidenzrate der aufgetretenen Herzklappenregurgitationen
war bei Patienten, die mit Pergolid oder Cabergolin behandelt wurden, im Vergleich zu
Kontrollgruppe erhdht, aber nicht bei den Patienten, die Lisurid, Bromocriptin oder die
Dopaminagonisten der neuen Generation wie Ropinirol und Pramipexol oder eine
andere pharmakologische Behandlung der PD erhielten. Das Risiko fir Regurgitationen
war bei einer Tagesdosis von mehr als 3 mg pro Tag sowohl fur Cabergolin als auch fur
Pergolid sowie bei einer Behandlungsdauer langer als 6 Monate hoher. Eine weitere
echokardiographische Studie berichtete Uber eine signifikant hohere Pravalenz von
mittelschweren bis schwerwiegenden Regurgitationen in allen Herzklappen bei
Patienten behandelt mit Cabergolin (28.6 %) oder Pergolid (23.4 %) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (5.6 %) oder zur Patientengruppe, die Dopaminagonisten ohne
Ergolinstruktur einnahmen (0 %) (Zanettini et al., 2007). Die Autoren zeigten eine
Korrelation zwischen der mittleren kumulativen Dosis Cabergolin oder Pergolid und

dem Schweregrad der Regurgitationen. In einer Nachfolgestudie wurden die Falle mit
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schwerwiegenden Regurgitationen 22 Monate nach der Einstellung der Behandlung mit
Cabergolin oder Pergolid erneut echokardiographisch untersucht (Zanettini et al., 2011).
Bei ungefahr der Hélfte der Patienten, bei denen nur eine der Herzklappen betroffen
war und bei ca. einem Dirittel der Patienten, bei denen mehrere Herzklappen betroffen
waren, zeigte sich eine Regression der Erkrankung. Bei Patienten, die weiterhin mit
Cabergolin oder Pergolid behandelt wurden, wurde eine Progression beobachtet.
Infolge der vermehrten Berichte und klinischen Studien uUber die fibrotischen
Nebenwirkungen an den Herzklappen wurde Pergolid im Jahr 2007 vom US-
amerikanischen Markt zurickgenommen (Antonini und Poewe, 2007). Cabergolin und
Pergolid sind derzeit in Europa noch zugelassen, allerdings werden sie nicht mehr als
Mittel der ersten Wahl bei der Therapie der PD eingestuft und die maximale Tagesdosis
wurde fur beide Substanzen auf 3 mg reduziert (Bundesinstitut fir Arzneimittel und
Medizinprodukte, 2008; European Medicines Agency, 2008). Vor Beginn sowie
regelmalig wéahrend einer Langzeitanwendung beider Arzneistoffe sind diagnostische
Untersuchungen auf Herzklappenerkrankungen notwendig.

Es ist derzeit nicht eindeutig geklart, ob die Behandlung mit niedrig dosiertem
Cabergolin fur die Therapie der Hyperprolaktinamie ebenfalls mit einem erhdhten Risiko
fur Auftreten von Herzklappenfibrosen behaftet ist. Eine klinische Studie mit 119
Patienten, behandelt mit Cabergolin fir Hyperprolaktindmie oder Akromegalie mit einer
mittleren Dosis von 1 mg pro Woche fir die mittlere Dauer von 115 Monaten zeigte,
dass die Pravalenz von klinisch relevanten (mittelschweren bis schwerwiegenden)
Klappenregurgitationen zwischen der Cabergolin- und der Kontrollgruppe nicht
signifikant verschieden war (Lafeber et al., 2010). Die Studie ergab keine Korrelation
zwischen der kumulativen Cabergolindosis und dem Auftreten der Regurgitationen. Die
Mehrheit der Studien aus den letzten Jahren bestétigt dieses Ergebnis und berichtet,
dass bei der niedrigen Dosierung von Cabergolin kein erhéhtes Risiko flr
Herzklappenerkrankungen besteht (Boguszewski et al., 2012; Herring et al., 2009;
Lancellotti et al., 2008; Vallette et al., 2009). Einige Studien ergaben jedoch kontroverse
Ergebnisse. Colao et al. (2008) berichten eine signifikant héhere Pravalenz von
mittelschweren trikuspidalen Regurgitationen bei den mit Cabergolin behandelten
Hyperprolaktinamiepatienten als in der Kontrollgruppe (54 % vs. 18 %). Aul3erdem
traten die Regurgitationen haufiger auf bei den Patienten, die eine héhere kumulative
Dosis erhielten. In einem Bericht Uber 78 Patienten wurde eine héhere Pravalenz von
leichten Regurgitationen gefunden (41 vs. 26 %; P=0.042) verglichen mit 78 gesunden

Probanden als Kontrolle (Kars et al., 2008). Allerdings konnte in derselben Studie kein
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Unterschied in der Pravalenz von mittelschweren bis schwerwiegenden Regurgitationen
und keine Relation zwischen der kumulativen Dosis und dem Auftreten von
Regurgitationen in allen Schweregraden festgestellt werden (Kars et al., 2008). Wakil
et. al. (2008) zeigten eine hohere Préavalenz von leichten Regurgitationen auf der
rechten Herzseite. Leichte Regurgitationen sind allerdings als klinisch nicht relevant
einzustufen (Lafeber et al., 2010; Weissman et al., 1998). Mehrere Studien an
Parkinsonpatienten  ergaben eine Korrelation zwischen der kumulativen
Cabergolindosis und dem Risiko fiur Herzklappenschaden (Schade et al., 2007,
Zanettini et al., 2007). Dieser Zusammenhang wurde auch in einer Studie aus Japan
ersichtlich, wo die empfohlene Pergolid-Tagesdosis fur die Therapie der PD deutlich
geringer war als in den europaischen Landern (1.4 mg statt 3.6 mg) (Yamamoto et al.,
2006). Hingegen entsprach die Cabergolin-Tagesdosis der in europaischen Studien.
Folglich zeigte sich eine signifikant hohere Pravalenz von Valvulopathien bei der
Cabergolin- nicht aber bei der Pergolid-Gruppe. Die mittlere Dosierung bei der Therapie
der Hyperprolaktinamie ist nur 0.5 bis 1 mg pro Woche, daher ist kein erhdhtes Risiko
fur Valvulopathien zu erwarten. Allerdings ist die Therapie der Hyperprolaktinamie mit
Dopaminagonisten langfristig oder lebenslang; daher ist ein profibrotischer
Langzeiteffekt von Cabergolin nicht auszuschlieRen (Stephens et al., 2007). Zuséatzliche
langfristige Studien sind nétig, um das Risiko fur niedrig-dosiertes Cabergolin endgtiltig
zu bewerten.

Einige Berichte zeigen, dass die fibrotischen Nebenwirkungen von Cabergolin und
Pergolid sich nicht nur auf die Herzklappen beschréanken (Agarwal et al., 2004; Guptha
und Promnitz, 2005; Mduiller und Fritze, 2003). Andersohn und Garbe (2009)
identifizierten  mithilfe des Systems zur Meldung von unerwinschten
Arzneimittelwirkungen der US-amerikanischen Zulassungsbehérde FDA ,Adverse
Event Reporting System“ mehrere Falle von perikardialen, retroperitonealen und
pleuralen Fibrosen sowie von pulmonalen Verdnderungen, assoziiert mit der

Anwendung von Cabergolin und Pergolid.

1.2.2 Fibrotische Effekte an Herzklappen in Zusammenhang mit anderen

Therapeutika mit Ergolinstruktur

Die Antiparkinsonmittel Cabergolin und Pergolid sind nicht die einzigen Ergoline, die
fibrotische Verdnderungen an den Herzklappen verursachen. Methysergid und
Ergotamin sind Ergolinderivate, die fur die Migraneprophylaxe zugelassen sind. Bereits

1967, lange Zeit vor den ersten Berichten Uber die Cabergolin- und Pergolid-induzierten
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Herzklappenfibrosen, berichtete Graham uber die Entstehung einer Klappeninsuffizienz
bei der Anwendung von Methysergid (Graham, 1967). Weitere Berichte in der Literatur
beschreiben Herzklapppenerkrankungen assoziiert mit Langzeitanwendung von
Methysergid und Ergotamin (Hauck et al., 1990; Wilke et al., 1997) Die pathologischen
Befunde zeigten L&sionen an verdickten Herzklappensegeln mit Plaque-artigen
Gebilden aus proliferierenden  Myofibroblasten, eingebettet in einer nicht
vaskularisierten kollagenhaltigen Matrix auf beiden Herzseiten (Hendrikx et al., 1996;
Redfield et al., 1992).

Dennoch kommen die schwerwiegenden Nebenwirkungen auf den Herzklappen nicht
bei allen Verbindungen mit Ergolinstruktur  vor. Bisher sind keine
Herzklappenfunktionsstérungen in Zusammenhang mit dem Dopaminagonisten Lisurid
beschrieben worden (Hofmann et al., 2006).

Tergurid ist ein weiteres halbsynthetisches Ergotderivat (Abb. 1). Diese Substanz ist ein
partieller Agonist an den D,s-Rezeptoren (Newman-Tancredi et al., 2002a) und ist von
klinischer Bedeutung fir die Therapie der Hyperprolaktinamie (Ciccarelli und Camanni,
1996; Dallabonzana et al., 1986; Venturini et al., 1986). Im Gegensatz zu Cabergolin
und Pergolid sind aus der Literatur zum jetzigen Zeitpunkt keine Falle fibrotischer
Nebenwirkungen in Zusammenhang mit Tergurid bekannt. Fur Tergurid wurde eine
protektive Wirkung auf die Serotonin-induzierte Herzklappenfibrose in Ratten in vivo
nachgewiesen (Hauso et al., 2007).

Bromocriptin wird ahnlich wie Cabergolin bei der PD und der Hyperprolaktinamie
eingesetzt. Seit den 1980-er Jahren existieren mehrere Berichte in der Literatur tGber
pleuropulmonale und retroperitoneale fibrotische Veranderungen als Folge einer
Medikation mit Bromocriptin (Bowler et al., 1986; Demonet et al., 1986; McElvaney et
al., 1988; Todman et al.,, 1990), aber es wurde nur ein klinischer Fall einer durch
Bromocriptin induzierten schwerwiegenden Herzklappenfibrose beschrieben (Serratrice
et al., 2002). In einer neueren Studie wird Uber ein erhdhtes Risiko fir VHD unter
Bromocriptin-Behandlung berichtet, allerdings war die Haufigkeit einer milden oder
moderaten bis schweren Regurgitation im Vergleich zur Kontrollgruppe grenzwertig
signifikant (P = 0.08) (Tan et al., 2009). Eine retrospektive Studie zeigte keine erhdhte
Haufigkeit fir das Auftreten von Valvulopathien in der Bromocriptin-behandelten
Gruppe (Kim et al., 2006).
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1.2.3 Amphetaminderivate in Zusammenhang mit Herzklappenfibrosen

Fenfluramin und Phentermin, wurden in 1973 bzw. 1959 in den USA als Appetitzigler
zur Behandlung der Adipositas zugelassen (Bhattacharyya et al., 2009). Im Jahr 1996
wurde Dexfenfluramin, das aktive d-Stereoisomer von Fenfluramin, auf den Markt
gebracht (Connolly und McGoon, 1999). Von der chemischen Struktur her sind alle drei
Substanzen dem Amphetamin verwandt (Abb. 2).

H
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NH,
CHs
ms
CF,

Amphetamin Fenfluramin
o
s J.L©

\/\0

NH,
Q ] CH;
HsC CH;
CF;
Phentermin Benfluorex

Abb. 2 Chemische Struktur von Amphetamin und Appetitziiglern, die dem Amphetamin verwandt
sind.

Die Kombination aus Fenfluramin und Phentermin erwies sich sowohl wegen der
besseren Wirksamkeit als auch wegen weniger unerwinschten Wirkungen durch die
geringere Dosierung der einzelnen Substanzen als vorteilhafter gegentber der
Monotherapie (Weintraub et al., 1984; Weintraub et al., 1992). Connolly et. al.
berichteten 1997 zum ersten Mal Uber Herzklappenerkrankungen in Zusammenhang
mit der Anwendung von Fenfluramin/Phentermin. Bei 24 Frauen, die die Appetitzigler-
kombination fir 5 bis 19 Monate eingenommen hatten, wurden Regurgitationen und
eine veranderte Klappenmorphologie in beiden Herzhalften gefunden (Connolly et al.,
1997). In einer echokardiographischen Studie mit 233 Patienten, die mit
Fenfluramin/Phentermin einzeln oder in Kombination behandelt wurden und 233
Kontrollprobanden, zeigte sich eine signifikante Prévalenz der Herzklappen-
erkrankungen in der Appetitztgler Gruppe (22.7 % vs. 1.3 %) (Khan et al., 1998). Im
Jahr 2002 ergab eine Meta-Analyse von insgesamt 11 Studien eine geringere
Pravalenz als zunachst von Khan et. al. (1998) berichtet, dennoch wurden Klappen-

regurgitationen bei 1 von 8 Patienten, die Appetitziigler langer als 90 Tage einnahmen,
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gefunden (12 % vs. 5.9 %) (Sachdev et al., 2002). Das Risiko fur die Entstehung von
Herzklappenregurgitationen bei der Anwendung von Appetitziiglern steigt mit der Lange
der Behandlungszeit (Jollis et al., 2000). 1997, kurz nach dem ersten Bericht von
Connolly et al. Uber die fibrotischen Nebenwirkungen an den Herzklappen, wurden
Fenfluramin und Phentermin freiwilig vom Markt genommen (Donnelly, 2008). Des
Weiteren wurde Fenfluramin auch mit einem erhohten Risiko fur die Entstehung einer
pulmonalen Hypertonie in Verbindung gebracht (Abenhaim et al., 1996).

Benfluorex ist ein weiterer Appetitziigler und dem Fenfluramin chemisch verwandt
(Abb. 2) (Noize et al., 2006). Es wurde seit 1976 fur die Behandlung von Hyperlipiddmie
und Ubergewicht bei Diabetikern verwendet (Frachon et al., 2010). In den letzten
Jahren erschienen einige Anwendungsberichte, die Herzklappenerkrankungen als
Folge der Benfluorex-Behandlung beschrieben (Boudes et al., 2011; Boutet et al., 2009;
Le Ven et al.,, 2011; Noize et al., 2006; Tribouilloy et al., 2010). 2009 nahm die
europaische Zulassungsbehdérde EMA Benfluorex vom europaischen Markt
(Droogmans et al., 2011).

Das Amphetamin-Derivat 3,4-Methylendioxy-N-methylamphetamin (MDMA), enthalten
in der Modedroge ,Ecstasy“, konnte ebenfalls Valvulopathien verursachen. Eine
echokardiographische Studie an 29 Jugendlichen, die regelméaflig MDMA nahmen und
29 Kontrollprobanden im gleichen Alter, zeigte aufféllige echokardiographische Befunde
bei 28 % der Probanden aus der MDMA-Gruppe verglichen mit 0 % aus der
Kontrollgruppe (Droogmans et al., 2007a). Das Valvulopathie-Potential von MDMA
muss durch weitere Untersuchungen bestétigt werden, allerdings zeigt eine in vitro
Untersuchung eine proliferative Wirkung von MDMA auf Herzklappeninterstitialzellen
(Setola et al., 2003).

1.2.4 Herzklappenfibrosen beim Karzinoidsyndrom

Maligne gastrointestinale Karzinoidtumore stammen von den enterochromaffinen Zellen
und fihren zu einer Gbermafigen Sekretion von Serotonin und anderen vasoaktiven
Substanzen. Nach dem Erlangen der freigesetzten Uberschissigen Mengen an
Serotonin in den systemischen Kreislauf, meistens bei Lebermetastasen des
Karzinoidtumors, kommt es zu charakteristischen klinischen Symptomen wie Flush,
Diarrhd, Bronchospasmus, bezeichnet als Karzinoidsyndrom (Bhattacharyya et al.,
2007). In 40 bis 70 % der Falle mit Karzinoidsyndrom ist eine Herzerkrankung mit
fibrotischen Plaques der Herzklappen und des Endokards und mit Herzklappen-

funktionsstérungen vorhanden (Lundin et al., 1988; Pellikka et al., 1993; Robiolio et al.,
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1995). Die beobachteten pathologischen Veradnderungen der Herzklappen beim
Karzinoidsyndrom sind mit den Veréanderungen bei den Arzneimittel-induzierten
Herzklappenfibrosen identisch (Connolly et al., 1997; Seghatol und Rigolin, 2002). Die
mittlere Uberlebensdauer der Karzinoidpatienten mit einer Manifestation in den
Herzklappen nach der Erstdiagnose ist deutlich kirzer als bei Patienten ohne

begleitender Herzklappenerkrankung (Mgller et al., 2005; Pellikka et al., 1993).

1.3 Pathologische Verdnderungen an den Herzklappen bei der Fibrose
1.3.1 Aufbau und Funktion der Herzklappen

Die Herzklappen koordinieren den Blutstrom wéhrend des Herzzyklus, gewdahrleisten
den Fluss stets in einer Richtung ohne Blutzellen zu zerstéren und thrombotische
Ereignisse auszulésen (Butcher et al., 2004; Hinton und Yutzey, 2011; Schoen, 2005).
Das zyklische Offnen und SchlieRen der Herzklappen wiederholt sich ca. 30 Millionen
Mal pro Lebensjahr und setzt das Klappengewebe einer enormen mechanischen
Belastung aus (Butcher und Nerem, 2006). Ausgehend vom anatomischen Aufbau ist
zwischen den Taschenklappen (Synonym Semilunarklappen) und Segelklappen zu
unterscheiden. Die Taschenklappen (Aorten- und Pulmonalklappe) bestehen aus drei
gleichgroRen halbmondférmigen Klappensegeln, die den Blutriickfluss in der linken
bzw. rechten Herzkammer wahrend der Diastole verhindern (Abb. 3) (Schoen, 2005).
Die Segelklappen (Atrioventrikularklappen) verhindern den Ruckfluss von den
Herzkammern zu den Vorhofen wahrend der Systole. Dazu gehdren die Mitralklappe
auf der linken und die Trikuspidalklappe auf der rechten Herzseite (Abb. 3). Die
Segelklappen bestehen aus unsymmetrischen ungleichgroRen Segeln, die am
Papillarmuskel durch Sehnenfdden (Chordae tendineae) befestigt sind. Letztere
verhindern das Umklappen der Segel wahrend der Systole (Sacks et al., 2009).

Die Herzklappen bestehen histologisch aus einem komplexen Netzwerk aus
Interstitialzellen, umgeben von der extrazellularen Matrix (ECM). Man unterscheidet drei
Gewebeschichten, namlich: Fibrosa, Spongiosa und Ventricularis bei den
Taschenklappen, bzw. Atrialis bei den Segelklappen unterteilt ist (Abb. 3). Die ECM
wird von den Interstitialzellen auf- und abgebaut und besteht aus Kollagen, elastischen
Fasern, Glykosaminoglykanen (GAG) und Proteoglykanen (PG) (Messier et al., 1994;
Taylor et al., 2003). Besonders reich an Kollagen-Fasern ist die aul3ere, zur

Blutauslassseite hin orientierte Schicht der Klappensegel, die Fibrosa (Abb. 3).
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Aortenklappe

Fibrosa (Kollagen)
Spongiosa (Glukosamin-, Proteoglykane)

Ventrikularis (elastische Fasern)

Atrialis (elastische Fasern)

Spongiosa (Glukosamin-, Proteoglykane)

/

Fibrosa (Kollagen)

Lungenarterie  Aorta

obere Hohlvene

Pulmonalklappe

rechter Vorhof linker Vorhof

linke Herzkammer

Trikuspidalklappe

Papillarmuskel

rechte Herzkammer

Abb. 3 Schematische Darstellung der Lage der Herzklappen im Herzen und des anatomischen
Aufbaus der Aorten- und Mitralklappe. Quellen: (Bischoff und Aikawa, 2011), (Wikipedia, Wikimedia

Commons, lizenziert unter GNU-Lizenz fur freie Dokumentation, Patrick J. Lynch, medical illustrator)

Die Kollagenfasern tragen zur mechanischen Festigkeit des Klappengewebes bei
(Elangbam, 2010; Schoen, 2005; Xu und Grande-Allen, 2010). Glykosaminoglykane
und Proteoglykane sind vor allem in der mittleren Spongiosa-Schicht der Klappensegel
vorhanden und bestimmen wichtige Eigenschaften des Klappengewebes wie
Viskoelastizitat und Druck- und Spannungswiderstand (Grande-Allen et al., 2003;
Stephens et al.,, 2008). Die Ventricularis-Schicht bei den Taschenklappen und die
Atrialis bei den Segelklappen bekleiden die Bluteinlassseite der Klappensegel und
bestehen aus elastischen Fasern und Kollagen (Abb. 3). Die Ventricularis und Atrialis
verleinen den Herzklappen die noétige Elastizitat, so dass sich ihre Form wéahrend des
Herzzyklus andern kann (Elangbam, 2010; Xu und Grande-Allen, 2010).

12
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In den Herzklappen wurden Endothel- und Interstitialzellen gefunden. Die
Herzklappenendothelzellen (valvular endothelial cells VECs) bekleiden die
Klappensegel mit einer Monoschicht und verhindern thrombotische Ereignisse an der
Kontaktoberflache (Lester et al., 1993; Risberg, 1989). Die Herzklappeninterstitialzellen
(valvular interstitial cells VICs) kommen in allen drei Schichten des Klappengewebes
vor und weisen strukturelle und funktionelle Eigenschaften auf, die sowohl fir
Fibroblasten als auch fur Glattmuskelzellen charakteristisch sind (Filip et al., 1986;
Messier et al.,, 1994; Xu und Grande-Allen, 2010). Ein wichtiges Merkmal der
Interstitialzellen ist die Expression von Glattmuskelzell-Markern wie des
glattmuskularen alpha-Aktin (a-smooth-muscle-actin a-SMA) sowie anderer fur die
Muskeln relevante kontraktilen Proteine (Taylor et al., 2003). Einige Autoren betrachten
die VICs als heterogene Zellpopulation mit bis zu fuinf verschiedenen Phanotypen, die
ineinander Ubergehen und die VICs somit an die Veranderungen in den mechanischen
und hamodynamischen Bedingungen anpassen (Liu et al.,, 2007; Mulholland und
Gotlieb, 1996; Rabkin-Aikawa et al., 2004; Schoen, 2008). Die Hauptfunktion der VICs
ist die standige Aufrechterhaltung der Herzklappenstruktur, die infolge des Blutflusses
geschadigt werden kann (Roosens et al., 2013). Diese Zellen sind durch Integrine an
der ECM befestigt und sind fur die Synthese und den Abbau der ECM-Bestandteile
verantwortlich. Durch die Expression von Abbauenzymen wie die Matrix-
Metalloproteasen (MMPs) und deren physiologischen Gegenspielern, die
Gewebeinhibitoren der MMPs (TIMPs), kénnen die VICs den Umbau der Matrix
regulieren (Dreger et al., 2002; Mulholland und Gotlieb, 1996). Die Interstitialzellen
lassen sich durch mechanische Belastung oder exogene Stimuli in den aktiveren
Myofibroblasten-Phénotyp umwandeln (Walker et al., 2004; Xu und Grande-Allen, 2010;
Yperman et al., 2004). Das Vorkommen von Myofibroblasten ist ein Teil der nattrlichen
Reparaturprozesse nach einer Gewebeverletzung, spielt jedoch auch bei
pathologischen Prozessen eine wichtige Rolle.

1.3.2 Pathologische Befunde bei der Herzklappenerkrankung

Die Erhaltung der ECM-Struktur sowie standiger ECM-Umbau von den VICs ist
mafl3gebend fir die Langlebigkeit und Funktionsfahigkeit der Herzklappen.
Veranderungen in Menge und Struktur der ECM sind bei diversen pathologischen
Zustanden der Herzklappen beschrieben (Elangbam, 2010). Beim Karzinoidsyndrom
wurden Plaque-artige Gebilde auf den Herzklappen mit einem erhdhten Gehalt an

proliferierenden Myofibroblasten, Kollagen und Proteoglykanen beobachtet (Di Luzio
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und Rigolin, 2000; Simula et al., 2002). Ahnliche histopathologische Befunde wurden
bei der Pergolid-, Cabergolin- und Fenfluramin-induzierten-Herzklappenfibrose
beschrieben (Connolly et al., 1997; Pinero et al., 2005; Pritchett et al., 2002; Volmar
und Hutchins, 2001). Myxomattse Herzklappen enthielten mehr Kollagen verglichen zu
gesundem Gewebe (Cole et al., 1984; Henney et al., 1982). Der Gehalt an GAG ist
sowohl in myxomatdsen Herzklappen deutlich erhoht (Grande-Allen et al., 2003; Gupta
et al., 2009; Rabkin et al., 2001) als auch nach Behandlung mit anorexigenen
Arzneimitteln (McDonald et al., 2002).

Serotonin- oder Arzneimittel-induzierte fibrotische Prozesse sind durch die Anhaufung
von Uberschissigen ECM und proliferierenden VICs, Verkirzung, Verdickung und
erhohte Steifigkeit der Herzklappen charakterisiert (Bernheim et al., 2007; Droogmans
et al.,, 2007b; Gustafsson et al., 2005; Horvath et al., 2004; Pellikka et al., 1993;
Schoen, 2008). Dies fuhrt zur funktionellen Beeintrachtigungen wie Regurgitationen
(Blutriickfluss), Uberlastung der Herzkammer und zur darauffolgenden Dysfunktion des
Myokards und Herzinsuffizienz (Carabello und Crawford, 1997; Elangbam, 2010). Damit
stellen Erkrankungen der Herzklappen ein bedeutendes Gesundheitsrisiko dar (Hinton
und Yutzey, 2011; Rosamond et al., 2008; Schoen, 2005; Xu und Grande-Allen, 2010).
Regurgitationen der Herzklappen fuhren zu einer erhdhten kardiovaskularen Morbiditat
(Detaint et al., 2008; Enriquez-Sarano et al., 2005). Derzeit ist die einzige langfristige
Therapieoption bei schwerwiegenden Herzklappenerkrankungen der chirurgische
Ersatz durch mechanische oder organische Kunstklappen oder der Austausch der
Aorten- durch die Pulmonalklappe (die sog. Ross Methode) (Butcher et al., 2011,
Hutcheson et al., 2011).
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1.4 Molekulare Mechanismen der Herzklappenfibrose
1.4.1 Serotonin und serotonerge Rezeptoren

Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) ist ein Gewebshormon und ein Neurotransmitter,
der in S&ugetieren durch Hydroxylierung aus L-Tryptophan bereitgestellt wird. Nach
diesem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt folgt die Decarboxylierung (Nichols und
Nichols, 2008). Serotonin wird schnell durch die Enzyme Monoaminooxidase (MAO)
und Aldehyddehydrogenase (ADH) zu 5-Hydroxy-indolessigsaure metabolisiert (Abb. 4)
(Fanburg und Lee, 1997). Die Hauptspeicherorte fur Serotonin sind die
enterochromaffinen Zellen im Gastrointestinaltrakt, die Blutplattchen in der Peripherie,
sowie serotonerge Neurone im ZNS (Barnes und Sharp, 1999; Fanburg und Lee, 1997).
In die Zellen wird Serotonin tberwiegend durch den Na'-abhangigen Serotonin-
Transporter aufgenommen, so dass weniger als 10 % vom gesamten Serotonin frei im

Blutplasma vorliegt (Fanburg und Lee, 1997).

COOH COOCH
aromatische
N Tryptophan- Aminoséaure-
Hydoxylase Decarboxylase
L-Tryptophan 5-Hydroxytryptophan

NH,
HO
\
5-Hydroxytryptamin
(5-HT)
5-Hydroxyindol- 5-Hydroxyindolacetaldehyd
essigsaure

Abb. 4 Biosynthese und Metabolismus von Serotonin.

Serotonin reguliert Verhaltensfunktionen wie Schlaf, Appetit, Aggressivitat, Kognition,
Gedéachtnis und ist bei der Pathogenese einiger psychischer Stérungen wie
Schizophrenie, Depression, Angst- und Essstorungen von Bedeutung (Berger et al.,
2009; Dourish, 1995; Leysen, 2004; Roth, 1994). Auch im kardiovaskuldaren System
kann Serotonin komplexe und teilweise gegensatzliche Wirkungen wie z.B. Tachykardie

oder Bradykardie, Vasodilatation oder Vasokonstriktion, sowie Blutdruckanstieg und -
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Senkung auslésen (Villalbn und Centurién, 2007). Serotonin zeigt eine mitogene
Wirkung in verschiedenen Zellarten, wie z.B. in vaskuldren Glattmuskelzellen (Fanburg
und Lee, 1997).

Gu-GTPase

Adenylylcyclase {: 5-HTansmonenr
Adenylylcyclase T:5-HT,, 5-HTg, 5-HT;
Phospholipase C T: 5-HToamam0c

Abb. 5 Schematische Darstellung der Funktion der G-Protein-gekoppelten-5-HT-Rezeptoren nach
Siegel et al. (1999). A: Ruhezustand; B: Die Bindung des Liganden 5-HT am Rezeptor bewirkt die
Bindung des G-Proteins am Rezeptor und den Austausch von GDP durch GTP; C: Aktivierung des
Rezeptors und Trennung der Ga- und GRy-Einheiten, die ihrerseits bestimmte Effektormolekiile
aktivieren; D: Die GTP-ase Aktivitat der Ga-Untereinheit spaltet GTP zu GDP und der Rezeptor kehrt

in den Ruhezustand zuriick.

Die Diversitat der biologischen Wirkung von Serotonin lasst sich durch die Interaktion
mit verschiedenen 5-HT-Rezeptortypen erklaren, die aufgrund der Struktur, der
Transduktionsmechanismen und des pharmakologischen Profils in 7 Hauptfamilien
gruppiert wurden (Hoyer et al., 1994; Hoyer et al., 2002). Der 5-HT3s-Rezeptortyp ist
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einzigartig in der Serotoninrezeptorfamilie und stellt funktionell einen Ligand-
gesteuerten lonenkanal dar (Maricq et al.,, 1991). Alle anderen 5-HT-Rezeptoren
gehoren zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) (Hoyer et al.,
2002). Die GPCR sind aus 7 transmembranaren Doméanen bestehende Proteine, die an
ein heterotrimeres G-Protein gebunden sind. Die Bindung des Liganden an den
Rezeptor zieht dessen Konformationsanderung und die Aktivierung des G-Proteins
nach sich (Abb. 5). Dies fuihrt zum Austausch des an der Ga-Untereinheit gebunden
GDP durch GTP und deren Abspaltung von der GBy-Einheiten (Hamm, 1998; Johnston
und Siderovski, 2007; Tuteja, 2009). Die freien Ga- und Gpgy-Einheiten aktivieren
ihrerseits nachgeschaltete Effektormolekile, welche die sog. ,second messengers®
bilden und dadurch die Signallibertragung ins Zellinnere sichern (Nichols und Nichols,
2008; Raymond et al., 2001). Die Ga-GTP-ase spaltet GTP zu GDP und Phosphat,
wodurch sich die Ga- und GBy-Einheiten wieder zusammenlagern und der Rezeptor in
den inaktiven Zustand Uberfuhrt wird (Abb. 5).

Die 5-HT;-Rezeptoren binden vor allem an Gj,-Proteine und sind dadurch negativ an
der Adenylylcyclase gekoppelt und hemmen die Bildung von cAMP als ,second
messenger” (Hannon und Hoyer, 2008). Es existieren funf 5-HT;-Rezeptortypen, die im
Menschen 40-63% Sequenzhomologie zeigen (Hannon und Hoyer, 2008). Die 5-HTg-
und 5-HT;p-Rezeptoren zeigen Ahnlichkeiten in der Struktur und im pharmakologischen
Profil (Hannon und Hoyer, 2008). An den Blutgefal3en vermitteln die 5-HT,g-Rezeptoren
konstriktorische Effekte. So bewirkt der 5-HT,g1p-Rezeptoragonist Sumatriptan die
Vasokonstriktion der kranialen Arterien und wird bei der Therapie des akuten
Migraneanfalls verwendet (Villalébn und Centurién, 2007). In verschiedenen Zellarten
sowohl mit nativen als auch mit transfizierten Rezeptoren wurde die Aktivierung von
ERK 1/2 durch die 5-HT;g-Rezeptoren sowie die Stimulation der DNA-Synthese gezeigt
(Mendez et al., 1999; Seuwen et al., 1988).

Die Gruppe der 5-HT,-Rezeptoren besteht aus drei Subtypen, die 5-HT,a-, 5-HT2g- und
5-HT,c-Rezeptoren, die eine beachtliche strukturelle Homologie bezlglich deren
Aminosauresequenz sowie deren Sekundarstruktur aufweisen (Hoyer et al., 2002). Die
5-HT,-Rezeptoren binden Uberwiegend an Gq-Proteine und sind somit positiv an die
Phospholipase C (PLC) gekoppelt. Die aktivierte PLC zieht die Freisetzung von
Diacylglycerol (DAG) und Inositoltrisphosphat (IP3) als ,second messenger nach sich
und die Freisetzung von intrazellularen Ca®* lonen sowie den Influx von extrazellularen
Ca”" und die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) (Conn et al., 1986; Leysen, 2004;
Roth et al., 1984; Watson et al., 1995). Unabh&ngig vom klassischen PLC-Signalweg
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kénnen alle drei 5-HT,-Rezeptoren auch die Phospholipase A2 (PLA2) aktivieren und
die nachfolgende Freisetzung des “second messenger® Arachidonsaure auslosen
(Felder et al., 1990; Tournois et al., 1998). Bemerkenswert ist die Fahigkeit einiger
Agonisten diese Signalwege in unterschiedlichem Ausmal® zu aktivieren (Berg et al.,
1998).

Die 5-HT,a-Rezeptoren sind in der Lage, die extrazellular Signal-regulierten mitogen-
aktivierten Proteinkinasen ERK-MAPK durch diverse Mechanismen zu aktivieren. In
Glattmuskelzellen wird die ERK-Phosphorylierung durch die PLC vermittelt, und in
Mesangiumzellen ist die Aktivierung der PKC beteiligt (Florian und Watts, 1998; Grewal
et al.,, 1999; Watts, 1998). In Herzklappeninterstitialzellen vom Schaf wird der ERK-
Signalweg durch die PKC und die Src-Tyrosin-Kinase vermittelt (Xu et al., 2002). Ein
anderer Weg fiur die 5-HT,a-vermittelte Aktivierung der ERK-Signalkaskade ist die Gai,
assoziierte GBy-Freisetzung, die die Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade einschaltet und zur
Phosphorylierung der PLAZ2 fuhrt (Kurrasch-Orbaugh et al., 2003)

Die 5-HT,a-Rezeptoren sind reichlich in verschiedenen anatomischen Strukturen des
ZNS vorhanden und deren Aktivierung von Agonisten wie LSD fuhrt zu halluzinogenen
Effekten sowie zu typischen Kopfzuckungen (head twitches) bei Nagetieren (Leysen,
2004). Der Antagonismus an zentralen 5-HT,a-Rezeptoren zeigt eine positive
Auswirkung auf die Symptome der Schizophrenie (Leysen, 2004). Dies fihrte zur
Entwicklung von atypischen Neuroleptika wie Risperidon, die neben dem Antagonismus
an zentralen D,-Rezeptoren auch einen Antagonismus oder inversen Agonismus an 5-
HT.a-Rezeptoren bewirken (Meltzer et al., 1989; Seeman, 2002; Weiner et al., 2001).
Durch Aktivierung von 5-HT,a-Rezeptoren an der Thrombozytenmembran wirkt
Serotonin synergistisch zu ADP bei der Induktion der Thrombozytenaggregation (De
Clerck et al., 1984; Leysen et al., 1984). Letzteres fuhrt zur Freisetzung von
gespeichertem Serotonin aus den Blutplattchen und zu einer Verstarkung des Effektes
auf die Thrombozytenaggregation durch einen positiven Rickkopplungsmechanismus
(Frishman et al., 1995). Der selektive 5-HT,a-Rezeptorantagonist Sarpogrelat wird
therapeutisch bei ischamischen Herzkrankheiten, begleitet von thrombotischen
Ereignissen, verwendet (Nagatomo et al., 2004; Saini et al.,, 2004). Die 5-HTa-
Rezeptoren vermitteln kontraktile Effekte an der glatten Muskulatur in diversen
Gewebearten, wie z.B. an den Bronchien, Uterus und lleum sowie an Blutgefal3en in
verschiedenen Spezies (Hoyer et al., 2002; Villalébn und Centurion, 2007). An den
Koronararterien vom Menschen und vom Schwein 16st Serotonin eine 5-HTa-
vermittelte Vasokonstriktion aus (Bax et al., 1993; Cushing und Cohen, 1992; 1993).
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Der 5-HT,ac-Rezeptorantagonist Ketanserin senkt den peripheren GefalRwiderstand
und zeigt eine antihypertensive Wirkung am Menschen und in experimentellen
Modellen (Du et al., 2003; Liu et al., 1991; van Schie et al., 2002). Jedoch wird der 5-
HT,a-Antagonismus als zugrundeliegender Mechanismus fur die antihypertensive
Wirkung von Ketanserin kontrovers diskutiert. Die Blockade a;-adrenerger Rezeptoren
tragt ebenfalls zur Ketanserin-Wirkung bei (van Zwieten et al., 1992; Vanhoutte et al.,
1988).

5-HT.s-Rezeptoren sind im Gehirn vom Menschen in einem geringeren Ausmald im
Vergleich zu den 5-HT,a- und 5-HT,c-Typen exprimiert (Kursar et al., 1994). Deren
biologische Funktion im ZNS ist ungeklart, jedoch wurde eine anxiolytische Wirkung
und Fresssucht des 5-HT,g-Rezeptoragonisten BW 723C86 im Rattenmodell gezeigt
(Duxon et al., 1997). In der Peripherie sind die 5-HT,g-Rezeptoren in der pulmonalen
und gastrointestinalen glatten Muskulatur sowie in BlutgefaRen lokalisiert (Leysen,
2004). Im GIT vermitteln die 5-HT,g-Rezeptoren Kontraktionen der glatten Muskulatur,
wie zum Beispiel am Rattenfundus und am menschlichen lleum und Kolon (Beattie und
Smith, 2008; Nagatomo et al., 2004). Einige experimentelle hypertensive Modelle
zeigen eine erhohte Expression von 5-HT,g-Rezeptoren in der arteriellen glatten
Muskulatur sowie eine erhdhte 5-HT-induzierte Kontraktionsfahigkeit der BlutgefalRe
(Watts et al., 2012). Eine Uberexpression der 5-HT.gs-Rezeptoren ist auch an der
Pathologie der essentiellen pulmonalen Hypertonie beteiligt (Launay et al., 2002). In
einigen Zellarten, wie vaskuldre Endothelzellen, sind 5-HT,g-Rezeptoren durch einen
PDZ-Bindemotiv am C-terminalen Ende des Rezeptors an NO-Signalwege gekoppelt,
so dass deren Aktivierung die Freisetzung von NO und eine Vasorelaxation bewirkt
(Manivet et al., 2000). Agonismus an 5-HT.g-Rezeptoren l6st eine Vasorelaxation an
der Pulmonalarterie vom Schwein und an der Jugularvene der Ratte aus (Ellis et al.,
1995; Glusa und Pertz, 2000; Jahnichen et al., 2005a). Auch an cerebralen Blutgefal3en
bewirken 5-HT,g-Rezeptoren eine endothelabhangige Vasodilatation, worauf die
prophylaktische Wirkung einiger 5-HT,g Antagonisten bei der Migranetherapie beruht
(Schmuck et al., 1996). 5-HT,z-Rezeptoren aktivieren das Protoonkogen p21ras und
anschlielend die ERK 1/2 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen und stimulieren somit die
Zellproliferation (Launay et al., 1996). Des Weiteren wurde eine gegenseitige
Aktivierung, ,cross-talk®, zwischen dem 5-HT.z-Rezeptor und Thyrosin-Kinasen wie c-
Src und dem PDGF-Rezeptor nachgewiesen, deren Aktivierung fir die Proliferation
notwendig ist (Nebigil et al., 2000). 5-HT,g-Rezeptoren sind an der Regulation der

Funktion und Struktur des Herzens beteiligt. Wahrend eine Uberexpression der 5-HT g-
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Rezeptoren eine kardiale Hypertrophie verursacht, fuhrt die Dysfunktion der 5-HT -
Rezeptoren zu einer linksventrikularen Dilatation im Mausmodell (Nagamoto 2004).
Auch in der Embryogenese des Gehirns und des Herzen spielen 5-HT,g-Rezeptoren
eine wichtige Rolle, da die Hemmung der Expression dieser Rezeptoren zu letalen
morphologischen Defekten fuhrt (Nebigil und Maroteaux, 2001).

Aufgrund der geringen Relevanz weiterer 5-HT-Rezeptortypen fur die Fragestellung des
vorliegenden Forschungsvorhabens wird auf diese nicht nédher eingegangen.

1.4.2 Rolle von Serotonin und Serotonin-Rezeptoraktivierung bei der Entstehung

fibrotischer Herzklappenerkrankungen

Obwohl der genaue Mechanismus der Pathogenese der Herzklappenfibrose nicht
vollstandig geklart ist, wird vermutet, dass Serotonin bzw. die Aktivierung bestimmter
Serotonin-Rezeptoren die Karzinoid- bzw. die Arzneimittel-induzierte Herzklappen-
erkrankung verursachen (Connolly und McGoon, 1999; Gustafsson et al., 2008).
Mitogene Eigenschaften von Serotonin wurden bei diversen Zelltypen wie Fibroblasten,
Glattmuskel- und Mesangiumzellen belegt (Fanburg und Lee, 1997; Grewal et al., 1999;
Nebigil et al., 2000). Die proliferative und fibrotische Wirkung von Serotonin am
Herzklappengewebe wurde in vivo am Rattenmodell demonstriert. Nach téglicher
parenteraler Serotonin-Verabreichung tUber drei Monate zeigten echokardiographische
und histologische Untersuchungen der Tiere typische fibrotische Befunde an den
Klappengeweben. Die tbermé&Rige Proliferation von Myofibroblasten zusammen mit der
Anhaufung der extrazellularen Matrix fihrte zur Ausbildung von Plaguengebilden und
Verdickung der Klappensegel (Gustafsson et al., 2005). Ein weiterer Beweis fur die
entscheidende Rolle von Serotonin bei der Entstehung der Herzklappenfibrose liefert
eine in vivo Studie an genetisch verdnderten Mausen mit einem defekten Gen fur das
Serotonin-Transporter Protein (SERT). Diese SERT-Knockout-Mause entwickelten
Fibrose und Hyperplasie der Klappensegel (Mekontso-Dessap et al., 2006).

Die Entstehung der Herzklappenerkrankungen beim Karzinoidsyndrom ist mit der
Freisetzung von Uberschissigen Mengen an Serotonin und mit der daraus folgenden
erhoéhten Serotonin im Plasma verbunden (Mgller et al., 2003; Robiolio et al., 1995).
Auch die erhohte Urinkonzentration des Serotoninabbauprodukts 5-
Hydroxyindolessisgsaure im Urin korreliert mit einer hoéheren Pravalenz von
Herzklappenerkrankungen und kann als Diagnosemarker verwendet werden
(Bhattacharyya et al., 2011; Lundin et al., 1988; Mgller et al., 2003).
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Veranderungen der Herzklappen infolge eines Karzinoidtumors treten tberwiegend auf
der rechten Herzseite auf (Bhattacharyya et al., 2007; Kulke und Mayer, 1999; Modlin et
al., 2008). Die linke Herzseite ist nur bei ca. 10 % der Falle betroffen (Gustafsson et al.,
2008). Durch den intensiven Serotonin-Metabolismus im Lungenparenchym wird das
Blut wahrend der Passage im Lungenkreislauf vom zirkulierenden Serotonin befreit
(Bhattacharyya et al., 2007; Fishman, 1999). Daher ist nur die rechte, nicht aber die
linke Herzseite einer Ubermé&Rigen Serotoninkonzentration beim Karzinoidsyndrom
ausgesetzt. Diese Beobachtung unterstreicht die Bedeutung von Serotonin als
Hauptmediator der fibrotischen Veranderungen beim Karzinoidsyndrom.

Appetitzigler mit fibrotischen Nebenwirkungen besitzen eine indirekte serotonerge
Wirkung. Fenfluramin, sein d-Stereoisomer Dexfenfluramin, sowie deren Haupt-
metabolit Norfenfluramin, erhéhen die Serotoninfreisetzung von den Nervenendigungen
und Thrombozyten und hemmen die Serotoninwiederaufnahme in die prasynaptischen
Neuronen (Baumann et al., 2000; Fishman, 1999). Allerdings konnte in einem in vivo
Rattenmodell gezeigt werden, dass die Serotoninplasmakonzentration wahrend der
chronischen Fenfluramin-Verabreichung im nichttoxischen nanomolaren Bereich bleibt
(Zolkowska et al., 2008). Somit ist der erhdhte Serotoninspiegel als Ursache fiur die
fibrotischen Nebenwirkungen von Fenfluramin abzulehnen. Vielmehr lasst sich das
Auftreten der Herzklappenfibrosen durch die direkte serotonerge Wirkung von
Fenfluramin erklaren. Norfenfluramin zeigt eine hohe Affinitat fir die 5-HT.s- und 5-
HT.c-Rezeptoren und eine mittlere Affinitat fir 5-HT,a-Rezeptoren (Fitzgerald et al.,
2000). Funktionelle Studien an rekombinanten Rezeptoren zeigten, dass Norfenfluramin
ein potenter 5-HT,s-Rezeptor-Partialagonist und 5-HT,z-Rezeptor-Vollagonist st
(Rothman et al., 2000). Es wird in der Literatur postuliert, dass auch MDMA und die
Migranetherapeutika Methysergid und Ergotamin fibrotische Wirkungen Uber einen
direkten serotonergen Mechanismus verursachen. MDMA sowie sein N-demethylierter
Metabolit MDA aktivieren 5-HT,g-Rezeptoren in vitro (Setola et al., 2005). Die Ergolin-
Derivate Ergotamin, Methysergid und sein Metabolit Methylergonovin zeigen eine hohe
Affinitat fur alle 5-HT,-Rezeptoren. Ergotamin und Methylergonovin sind Vollagonisten
an den 5-HT;a- und Partialagonisten an den 5-HT,g-Rezeptoren (Rothman et al., 2000).
Auch bei den Dopaminagonisten fir die Therapie der PD korreliert das fibrotische
Potential mit den serotonergen Eigenschaften. Cabergolin und Pergolid haben eine
hohe Bindungsaffinitat an die serotonergen Rezeptoren vom Typ 5-HTa, 5-HT2g und 5-
HT.p und eine schwachere Affinitat fir 5-HT,5 (Kvernmo et al., 2006). Vertreter der

zweiten Generation Dopaminagonisten ohne Ergolinstruktur wie Pramipexol und

21



1. Einleitung

Ropinirol, die keine fibrotische Wirkungen verursachen, haben dagegen keine oder nur
eine sehr schwache Bindungsaffinitat fir diese Serotonin-Rezeptoren (Kvernmo et al.,
2006).

Das Vorhandensein verschiedener Vertreter der Serotonin-Rezeptor-Familie in den
Herzklappen bestétigt, dass eine serotonerge Stimulation Effekte auf dieses Gewebe
ausiben kann. In menschlichen Herzklappen, Schweine- und Rattenherzklappen sind
5-HT,a- und 5-HT,z-Rezeptoren vorhanden. Die 5-HT,c-Rezeptoren sind dagegen nicht
oder nur sehr schwach exprimiert (Fitzgerald et al., 2000; Gustafsson et al., 2005;
Monoranu et al., 2012). Von den Vertretern der 5-HT;-Subfamilie konnten die 5-HT -
und 5-HT;p-Rezeptoren in allen vier Herzklappen vom Menschen nachgewiesen
werden (Roy et al., 2000b).

Welcher Serotonin-Rezeptor Subtyp fir die Entstehung der Herzklappenfibrose
verantwortlich ist, ist in der Literatur nicht einheitlich belegt. Mehrere Untersuchungen
postulieren einen Zusammenhang zwischen der Aktivierung der 5-HT,g-Rezeptoren und
der Pathogenese der Herzklappenerkrankungen. Die Uberexpression der 5-HTog-
Rezeptoren fuhrt zur Entstehung einer kardialen Hypertrophie im Mausmodell in vivo
(Nebigil et al., 2003). Die histopathologische Untersuchung der Pergolid-induzierten
Herzklappenfibrose im in vivo Rattenmodell zeigte neben den typischen fibrotischen
Veranderungen auch eine 5-HT,g-Rezeptor-Uberexpression (Droogmans et al., 2007b).
Fenfluramin, MDMA sowie deren Metabolite, fihren zu einer gesteigerten DNA-
Synthese bzw. einer gesteigerten Proliferationsrate in humanen
Herzklappeninterstitialzellen, die durch die Aktivierung von 5-HT,s-Rezeptoren
vermittelt wurde (Setola et al., 2003). Ob Cabergolin ebenfalls zu einer gesteigerten
DNA-Synthese bzw. zu einer gesteigerten Proliferationsrate in den Herzklappen fuhrt,
wurde bis jetzt nicht untersucht. Bei den therapeutisch verwendeten Ergolinderivaten
konnte eine Korrelation zwischen dem Auftreten von Valvulopathien und die
agonistische Potenz an den 5-HT.z-Rezeptoren gezeigt werden. Tergurid und Lisurid
wurden nicht mit Valvulopathien in Verbindung gebracht und erwiesen sich als stille
Antagonisten an 5-HT,g-Rezeptoren. Im Gegensatz dazu erwiesen sich die Substanzen
mit fibrotischen Nebenwirkungen als partielle Agonisten oder Vollagonisten an diesen
Rezeptoren (Jahnichen et al., 2005b).

Neben der Aktivierung der 5-HT,g-Rezeptoren ist die Aktivierung der 5-HT,5- oder der
5-HT,s-Rezeptoren als Ursache fir die Arzneimittel-induzierten Valvulopathien nicht
auszuschlieRen. Die Aktivierung der 5-HT,a-Rezeptoren ist mit der Ubertragung

proliferativer und fibrotischer Signale in Mesangiumzellen verbunden (Grewal et al.,
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1999). In vitro Studien an Herzklappeninterstitialzellen vom Schaf zeigen eine
Beteiligung der 5HT,a-Rezeptoren an den fibrotischen Veranderungen. In diesem
Modell fuhrte die 5-HT.s-Rezeptoraktivierung zur Uberexpression von TGF-R1, einem
bekanntem Hauptmediator fibrotischer Verdnderungen (Xu et al., 2002). Serotonin
beeintrachtigt die Funktionsfahigkeit von isolierten intakten Klappensegeln in vitro.
Dieser Effekt ist auf die Kontraktion des Herzklappengewebes zurlckzufuhren und wird
ebenfalls durch 5-HT,A-Rezeptoren vermittelt (Chester et al., 2001). Die Untersuchung
der proliferativen Wirkung von Serotonin bzw. der Steigerung der DNA-Synthese in
Interstitialzellen aus der Mitralklappe des Hundes ergab, dass diese durch die
Aktivierung der 5-HT,a- und der 5-HT;g-Rezeptoren tbertragen wird (Connolly et al.,
2009). Die in der Studie von Setola et al. (2003) demonstrierte proliferative Wirkung von
Serotonin und Norfenfluramin auf humanen Interstitialzellen konnte nach Blockade der
5-HT.s-Rezeptoren nicht vollstandig gehemmt werden. Diese Beobachtung unterstitzt
die Annahme, dass andere Serotoninrezeptortypen an dem proliferativen Effekt beteiligt
sein  konnten. Histologische Untersuchungen von Herzklappengewebe beim
Karzinoidsyndrom zeigten eine erhohte Proliferationsrate im Vergleich zu gesundem
Gewebe, die zumindest teilweise durch 5-HTig-Rezeptoren vermittelt wurde

(Rajamannan et al., 2001).
1.4.3 Beteiligung von intrazellularen Signalwegen an der Herzklappenfibrose

Die ,mitogen-activated protein kinases“ (MAPK) sind Proteinkinase-Kaskaden, die
extrazellulare Signale auf intrazellulare Angriffspunkte Gbertragen und wichtige zellulare
Prozesse regulieren (Chang et al., 2003; Chang und Karin, 2001; Steelman et al.,
2004). Zu der Familie der MAPK gehoren auch die Serin/Threonin-Kinasen
Lextracellular signal-regulated“-Kinasen (ERK) 1 und 2 (Johnson und Lapadat, 2002).
Die Aktivierung von ERK 1 und 2 erfolgt durch einen Mechanismus von nacheinander
schaltbaren Phosphorylierungsschritten, der eine Verstarkung und Regulation der
SignalUbertragung gewabhrleistet (Pearson et al., 2001; Rubinfeld und Seger, 2005). Die
ERK-Signalkaskade kann durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren sowie durch
Tyrosinkinasen aktiviert werden (Lopez-llasaca, 1998; Luttrell et al., 1996; Luttrell et al.,
1997b; Sugden und Clerk, 1997). Die im Herzklappengewebe vorhandenen 5-HTza-, 5-
HT2s- und 5-HT1g-Serotoninrezeptorsubtypen sind in der Lage, die ERK Signalkaskade
zu aktivieren (Knauer et al., 2009; Mendez et al., 1999). Nach der spezifischen
Phosphorylierung durch die in der Signalkaskade vorgeschaltete MAP Kinase Kinase

MEK1/2, dringen die aktivierten ERK 1 und 2 in den Zellkern ein und aktivieren
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bestimmte Transkriptionsfaktoren, die fur Proliferation, Differenzierung und Apoptose
von Bedeutung sind (Adachi et al., 1999; Matsubayashi et al., 2001; Zehorai et al.,
2010). Neben der Regulation von physiologischen Prozessen kdénnen die ERK-Kinasen
auch pathologische Prozesse beeinflussen. Grewal et al. (1999) zeigten die Beteiligung
der ERK 1/2 Kinasen sowohl direkt in der frihen proliferativen Phase der glomerularen
Fibrose als auch indirekt in der spaten Phase durch die nachfolgende ERK 1/2
abhangige Expression von TGF-1. Die erhohte Aktivitat der ERK 1/2 gilt als ein friher
mitogener Marker in fibrotischen Erkrankungen der Herzklappen (Setola et al., 2003; Xu
et al., 2002). Sowohl fir Serotonin als auch fur Norfenfluramin und MDMA konnte eine
aktivierende Wirkung auf die ERK-Phosphorylierung gezeigt werden (Setola et al.,
2003). Die Wirkung von Cabergolin oder anderen Ergolin-Verbindungen auf diesem
Signalweg ist bis jetzt nicht untersucht worden. Auch in Bezug auf andere
pathologische Zustande der Herzklappen, wie die Kalzifizierung des Gewebes, spielt
die ERK-Aktivierung eine zentrale Rolle (Gu und Masters, 2009).

Die Familie der Src-Tyrosinkinasen sind intrazellulare Proteine, die mit strukturell
unterschiedlichen Rezeptoren interagieren und diverse zellulare Funktionen, unter
anderem der Regulation der Zellproliferation und Zelldifferenzierung haben (Parsons
und Parsons, 2004; Thomas und Brugge, 1997). Es ist bekannt, dass Tyrosinkinasen
als enzymatische Effektormolekile Signale von aktivierten G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) weiterleiten. Gleichzeitig kbnnen Tyrosinkinasen die Aktivitat der
GPCR regulieren (McGarrigle und Huang, 2007; Thomas und Brugge, 1997). Fir die
Wechselwirkung zwischen GPCR und zytosolischen Tyrosinkinasen, wie die Src-
Proteine, werden in der Literatur diverse Mechanismen diskutiert. Eine direkte
Aktivierung der Src-Kinasen durch die Untereinheiten des G-Proteins (G-Protein
abhangig) oder durch andere an GPCR-gekoppelten Proteine wie die [3-Arrestine (G-
protein unabhangig) ist beschrieben worden (McGarrigle und Huang, 2007). Ein
anderer Mechanismus ist die Src-Aktivierung im Rahmen des Cross-talks zwischen
GPCR und Rezeptoren mit Tyrosinkinase-Aktivitat (Daub et al., 1996; Luttrell und
Luttrell, 2004; Luttrell et al., 1997a).

Auch fur die 5-HT,a- und 5-HT,g-Rezeptoren ist die Aktivierung der Src-Tyrosinkinasen
belegt worden (Lu et al., 2008; Nebigil et al., 2000; Xu et al., 2002). Es wurde postuliert,
dass Serotonin und Src-Tyrosinkinasen zur Stimulation der Mitogenese sowie zur
Erhbhung der TGF-R1-Rezeptoraktivitat fuhren und somit an der Pathogenese der
Herzklappenfibrose beteiligt sind (Elangbam, 2010; Ignotz und Massague, 1986; Jian et
al., 2002; Roth, 2007; Waltenberger et al., 1993).
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1.5 Zielsetzung

Dass die Entstehung fibrotischer Veranderungen an den Herzklappen bei den Ergolinen
nicht gleichermal3en vertreten ist, lasst sich moglicherweise durch die Unterschiede in
der chemischen Struktur und die daraus resultierenden unterschiedlichen
pharmakologischen Eigenschaften an den serotonergen Rezeptoren erklaren.

In vorherigen Studien der Arbeitsgruppe Prof. Pertz wurde durch gezielte
Modifikationen des Pergolidmolekils die N(6)-Propylgruppe als die pharmakophore
Struktur identifiziert, die fur die pharmakologischen Eigenschaften an den 5-HT,a- und
5-HT.s- Rezeptoren entscheidend ist (Gérnemann et al., 2008a). So wurde postuliert,
dass die Lange der Seitenkette an der Position N-6 im Ergolingrundgertst den
serotonergen Agonismus und dadurch auch das fibrotische Nebenwirkungsprofil
bestimmt. Um diese Hypothese zu bestétigen, sollte sie im Rahmen der vorliegenden
Arbeit auch fir Cabergolin Gberprift werden. Zu diesem Zweck sollten die
pharmakologischen Eigenschaften an den 5-HT,a- und 5-HT,z-Rezeptoren
verschiedener Cabergolin-Derivate mit Modifikationen in der Position 6 des
Ergolingrundgeristes charakterisiert und mit den entsprechenden Pergolid-Derivaten
verglichen werden. Dazu sollten funktionelle in vitro Modelle an Rezeptoren vom
Schwein eingesetzt werden.

Die Interstitialzellen VICs sind die Hauptzellpopulation im Klappengewebe und erflllen
die Funktion der Erhaltung und Umbau der Struktur der Herzklappen (Messier et al.,
1994; Mulholland und Gotlieb, 1996). Erkrankungen der Herzklappen gehen mit einer
Aktivierung der VICs in dem Myofibroblasten-Phanotyp einher. Charakteristisch fur die
Valvulopathien sind die erhthte Proliferationsrate der aktivierten VICs und Stdérungen
bei der Biosynthese der ECM (Hinton et al., 2006; Liu et al., 2007). Die Auswirkungen
von Cabergolin auf die ECM-Synthese als ein Zeichen fibrotischer Veranderungen
sollte in einer Primérkultur aus Aorten- und Mitralinterstitialzellen vom Schwein
untersucht werden.

Weiterhin sollte die Beteiligung der ERK1/2 Kinasen und der Src-Tyrosinkinasen als
frihe potentielle Mechanismen der Fibrose tberpruft werden. Die wissenschaftlichen
Veroffentlichungen Uber die Arzneimittel-induzierte Herzklappenfibrose sind nicht
einheitlich beziglich des genauen Fibrose-vermittelnden Serotoninrezeptortyps; daher
sollte auch die Beteiligung verschiedener Serotoninrezeptortypen Uberpruft werden.

In in vitro Studien konnte eine direkte kontraktile Wirkung von Serotonin auf das

Herzklappengewebe gezeigt werden, die die Funktionsfahigkeit der Herzklappen
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beeinflussen konnte (Chester et al., 2000). Daher sollte die Wirkung von Cabergolin auf
die Kontraktionsfahigkeit der Aortenklappe sowie die Beteiligung der verschiedenen
Rezeptortypen und Signalkaskaden an diesem Effekt in  funktionellen
pharmakologischen Studien untersucht werden.

Dopaminagonisten vom Ergolin-Typ mit antagonistischen Eigenschaften an den 5-HTa
und 5-HT,g-Rezeptoren wie Tergurid verursachen keine fibrotischen Nebenwirkungen
und koénnen sogar eine protektive Wirkung bei fibrotischen Erkrankungen am Herzen
und der Lunge aufweisen (Antoniu, 2011; Hauso et al., 2007). Zu einer vollstandigeren
Uberpriifung der in dieser Arbeit zugrundeliegenden Hypothese sollten die
antifibrotischen Eigenschaften von Tergurid im VIC-Zellkulturmodell untersucht werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Technische Gerate

Analysenwaage Mettler Toledo XS205
Autoklav Tuttnauer

Bandelin Sonorex TK52

Brutschrank HeraCell
Einkammer-Organbader, 20 ml, temperierbar
Einkanalpipetten, Discovery
(Volumenbereich 2-5000 ul)
Elektromechanischer Druckwandler
Elektrophoresekammer Multigel long
Entwicklungskassette
Fluoreszenzmikroskop Keyence BZ 8 000
Gefrierschrank Hera Freeze, -80 C
Kompensograph C1016

Magnetruhrer IKA-Combimag RCT
Mikroplattenreader FLUOstar OPTIMA®
Mikroplattenschuttler VWR
Neubauer-Zahlkammer (0,0025 mm2/0,1 mm)
Organhakchen, Edelstahl, d=0.3 mm
Phasenkontrast-Mikroskop Axiovert 135
Phasenkontrast-Mikroskop Axiovert 40
pH-Meter

Reagenzglasschiittler, IKA Lab Dancer
Reinstwassersystem Labostar

Rocking Platform VWR

Scheren und Pinzetten zum Pré&parieren
Semi-Dry-Blottingkammer

Standard Power Pack P25
Sterilarbeitsbank LaminAir®

Szintillationszahler 1450 Microbeta™ Plus
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Mettler-Toledo, Giel3en
Ara-Service D. Mohnke, Berlin
Bandelin Electronics, Berlin
Heraeus, Hanau

TSE, Bad Homburg

Abimed, Langenfeld

Fleck, Mainz

Biometra, Gottingen

Kodak, Miinchen

Keyence, Neu-Isenburg
Heraeus, Hanau

Siemens, Erlangen
IKA®-Werke, Staufen

BMG Labtech, Offenburg
VWR International, Darmstadt
Carl-Zeiss, Jena
Eigenanfertigung

Carl-Zeiss, Jena

Carl-Zeiss, Jena

Knick, NUrnberg

IKA®-Werke, Staufen

SG, Barshuttel

VWR International, Darmstadt
Carl Teufel, Emmingen

G&P Kunststofftechnik, Kassel
Biometra, Gottingen

Heraeus, Hanau

Wallac, Freiburg
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Thermoblock TB1

Tischzentrifuge Mikro 20

Transducer TF6V5

Verstarker, Transducer Coupler 4711
Vierkanal-x-t-Kompensationsschreiber
Vortex

Waagen Sartorius AW4202, BL 150
Wasserbad GFL

Zentrifuge Megafuge 1.0 R

2.1.2 Verbrauchsmaterialen

Deckglaser

Filterpapier Whatman

Filterplatten 96-Loch, Millipore HTS
Kammerobjektglaser Lab-Tek I, steril
Kryoréhrchen, steril

Nalgene Freezing Container

Pipette, serologisch, steril, 5, 10, 25 ml
Pipettenspitzen 10, 200, 1000, 5000 pl
Rontgenfilm Kodak Biomax® light
Spritze ohne Kanule Terumo 5, 10, 30 ml
SpritzenvorsatZzfilter, steril, 0.2 um
Transfermembran, Westran® S PVDF
Vakuumfiltrationssystem TPP 500 ml, steril
Zellkulturflaschen 25, 75 cm?
Zellkulturplatten, 24-Loch, BD Falcon™
Zellkulturplatten, 96-Loch, TPP
Zellkulturschaber, TPP

Zellkulturschalen TPP, 5 und 10 cm

Zentrifugenréhrchen, steril 15, 50 ml

2.1.3 Chemikalien und Substanzen

5-Carboxamidotryptamin (5-CT)
5-Hydroxytryptamincreatininsulfat (5-HT)
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Biometra, Goéttingen
Hettich, Tuttlingen

FMI, Seeheim-Jugenheim
TSE, Bad Homburg
Siemens, Miunchen
Heidolph, Schwabach
Sartorius AG, Gottingen
GFL mbH, Burgwedel

Heraeus, Hanau

Carl Roth, Karlsruhe

VWR International, Darmstadt
VWR International, Darmstadt
Brand, Wertheim

Carl Roth, Karlsruhe

VWR International, Darmstadt
Sarstedt, Numbrecht
Eppendorf, Hamburg

Sigma Aldrich, Taufkirchen
VWR International, Darmstadt
VWR International, Darmstadt
VWR International, Darmstadt
NeolLab, Heidelberg

NeolLab, Heidelberg

VWR International, Darmstadt
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Sarstedt, Numbrecht

GSK, Minchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
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Acrylamid 30% Fertiglsg.
Ammoniumpersulfat (APS)
Aprotinin

Bradykinintriacetat

BW723C86

Cabergolin

Calciumchloriddihydrat

Carbogen

Cocainhydrochlorid

Color Burst™ (Protein Marker)
DAPI

D-Glucosemonohydrat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
DMEM/Ham’s F12

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
Essigsaure, konzentriert

Ethanol

Fetales Kalberserum (FCS), HyClone®
Filmentwickler Kodak GBX
Filmfixierer Kodak GBX
Fluoromount®

Glucosamin hydrochlorid, D-[6-3H]-
GR127935

GTPyS, [35S]

Glycin

Indometacin

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Ketanserintartrat

Kollagenase Typ |l
L-Ascorbinsaure

Leupeptin hydrochlorid

LumiGlo® Chemiluminiszenz Reagenz

Magermilchpulver
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VWR International, Darmstadt

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Tocris, Biozol, Eching
Merck, Darmstadt

Air Liquide, Dusseldorf
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Thermo Fischer Scientific
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Perkin Elmer, Deutschland

Glaxo Wellcome Research, UK

Perkin Elmer, Deutschland
Biomol, Hamburg
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen

New England Biolabs, Frankfurt

Apotheke
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Magnesiumsulfatheptahydrat
MDL100907

Methanol
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Naphthol blue black (Amidoschwarz 10B)
Natriumdesoxycholat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat 20% Lsg (SDS)
Natriumfluorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumorthovanadat (Na,VO,)
PD98059
Penicillin-Streptomycin-Losung
Pepstatin A

Phenelzinsulfat
Phenylmethylsulfonylfluorid

PP 2

Prazosin hydrochlorid

Prolin, L-[2,3,4,5-3H]-

Red/Blue Loading Buffer Pack 3X
Restore™ Stripping buffer

Salzsaure

SB204741

Serumalbumin vom Rind (BSA)
Szintillationsflissigkeit Optiphase® Supermix
TCB-2

Tergurid

Thymidin, [Methyl-3H]-
Trichloressigséure (TCA)

Tris Base, TrisHCI

Triton X-100

Trypsin

Tween 20

U0126
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Merck, Darmstadt

ABX, Radeberg

Sigma Aldrich, Taufkirchen
VWR International, Darmstadt
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Tocris, Biozol, Eching

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Tocris, Biozol, Eching

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Perkin Elmer, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt
Thermo Fischer Scientific
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Tocris, Biozol, Eching

Biomol, Hamburg

Wallac, Freiburg

Tocris, Biozol, Eching
Alfarma, Cernosice, Tschechien
Perkin Elmer, Deutschland
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Biochrom, Berlin

Biozol, Eching

New England Biolabs, Frankfurt
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U46619 Upjohn, Deutschland
2.1.4 Zusammensetzung der verwendeten Losungen

2.1.4.1 Losungen fur Organbadstudien

KHS-Lsg. A (in mM) KHS-Lsg. B (in mM)

NacCl 118 118
KCI 4.7 4.7
NaHCO3 25 25

KH,PO, 1.2 1.2
CacCl,2H,0 2.5 1.6
MgSO,4 7H,0O 1.2 1.2
D-Glucose-H,0 10 10

2.1.4.2 Losungen far die Zellkultur

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS)

0.2 g/l KCl

8.0 g/l NaCl

0.2 g/l KH,PO,
1.44 g/l Na,HPO,

gel6st in Aqua bidest.
Trypsin-EDTA-LOsung

1.67 mg/ml Trypsin

0.67 mg/ml EDTA

gelést in PBS
Antibiotikalésung

100 U/mi Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

gelost in PBS
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Einfriermedium

10 % DMSO
10 % FCS
1% Antbiotikalésung

gel6st in DMEM/F12

Wachstumsmedium Basalmedium
10 % FCS 0.5 oder 0.2 % FCS
1 % Antbiotikalésung 1 % Antbiotikalésung
gel6st in DMEM/F12 geldst in DMEM/F12

2.1.4.3 Lésungen zur Zelllyse

Lysepuffer fur die Zelllyse (RIPA-Puffer):

50 mM Tris HCI, pH 8.0
150 mM NaCl

1% Triton X-100

0.5% Natriumdeoxycholat
0.1% SDS

Unmittelbar vor Gebrauch wurden folgende Phosphatase- und Protease-Inhibitoren
hinzugeflgt:

2 pg/ml Aprotinin
10 pg/ml Leupeptin
1 pg/ml Pepstatin A
1mM PMSF

10 mM NaF

1mM Na,VO,
5mM EDTA

2.1.4.4 Lésungen fur die Proteinanalyse
Losungen fur die Proteinquantifizierung:
Farbstofflosung 10-fach konzentriert

1.3 g/200 ml Amidoschwarz-10B
30 % Eisessig

10 % Methanol

60 % Aqua dest.
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Waschlésung:
30 %

10 %
60 %

Eisessig
Methanol
Aqua dest.

Losungen fur Western Blot und SDS-PAGE:

Sammelgellésung zur Herstellung eines 5 % igen Polyacrylamidgels

0.65 ml
1.25 ml
3.05 ml
36 ul

6 ul

Acrylamid 30 %

Tris/SDS Puffer 4X pH 6.8
Aqua bidest.

APS, 10 %-L6sung
TEMED

Trenngellésung zur Herstellung eines 10 % igen Polyacrylamidgels

5.0 ml
3.75 ml
6.25 ml
60 ul
12 pl

Acrylamid 30 %

Tris/SDS Puffer 4X pH 8.8
Aqua bidest.

APS, 10 %-L6sung
TEMED

Tris/SDS Puffer pH 8.8 4-fach konzentriert

36.34 ¢
0.8¢g
150 ml

Tris HCI

SDS

Aqua bidest., pH mit HCl auf 8.8 einstellen und ad 200 ml
auffillen

Tris/SDS Puffer pH 6.8 4-fach konzentriert

12.11¢
0.8¢g
150 ml

Tris HCI

SDS

Aqua bidest., pH mit HCI auf 6.8 einstellen und ad 200 ml
auffillen

Laufpuffer 10-fach konzentriert

30.2¢9
144 g
10 g
800 ml

Tris

Glycin

SDS

Aqua bidest., pH auf 8.3 einstellen und ad 1000 ml auffillen
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Laufpuffer
100 mi 10x Laufpuffer
900 ml Aqua bidest.

Blotting Puffer 10-fach konzentriert

30.2¢ Tris Base
144 g Glycin
800 ml Aqua bidest., pH auf 8.3 einstellen und ad 1000 ml auffillen

Blotting Puffer

100 mi Blotting Puffer 10X
200 ml Methanol
Aqua bidest. ad 1000 ml

PBST
0.01 % Tween 20 in PBS
Block-Puffer
5 % Magermilchpulver in PBST
2.1.4.5 Losungen fur die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen
Losung zur Permealisation

0.25 % Triton X-100 in PBS

Blocklésung
1% BSA in PBST
Primarantikérperlésungen

Primarantikdrper verdunnt in Block-Losung im Verhdltnis 1:800 fir den
polyclonalen anti-von Willebrand Faktor (VWF) Ab, Wirt: Kaninchen, 1 :200 fur den
Monoklonaler anti-a-SMA-Ab, Wirt: Maus.

Sekundarantikdrperldsungen

Sekundarantikorper verdinnt in Block-Losung im Verhéltnis 1 : 500
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2.1.4.6 Lésungen fur die radiometrischen Untersuchungen

HEPES-Puffer, pH 7.4

20 mM HEPES
10 mM MgCl,
100 mM NacCl
40 pg/ml Saponin

Waschpuffer, pH 7.4

140 mM NacCl

10 mM KCI
1.5mM KH,PO,4
8 mM Na;HPO,

2.1.4.7 Herstellung von Losungen der Testsubstanzen

Von allen Substanzen wurden Stammldsungen mit einer Konzentration von 1 oder
10 mM in demineralisiertem Wasser hergestellt. Abweichend davon wurden folgende
Losungsmittel verwendet: DMSO (SB204741, PD98059, PP2, U0126), 50 % Ethanol
(Indometacin, Prazosin). Cabergolin, die Cabergolin-Derivate und MDL100907 wurden
nach Zusatz einer dquimolaren Menge HCI in 50 % Ethanol gelést. GR127935 wurde
zunéachst in 40 % des Wasserendvolumens angel6st, auf 70 °C erhitzt und nach der
Abkuhlung auf Raumtemperatur wurde die Lésung auf das Endvolumen gebracht. Die
Stammldsungen wurden bei -20 °C gelagert. Fir die Experimente an isolierten Organen
wurden die bendtigten Konzentrationen kurz vor Gebrauch durch schrittweises
Verdinnen mit demineralisiertem Wasser hergestellt. Fur die Untersuchungen an
Zellkulturen wurden die Stammldsungen verdunnt, sterilfiltriert und unter Einsatz steriler
PBS L6sung weitere Verdinnungen erhalten, aliquotiert und bei - 20 °C gelagert. In den
Kontrollexperimenten wurden die entsprechenden Lésungsmittelvolumina eingesetzt.
Die Stammldsungen der Protease- und Phosphataseinhibitoren wurden aliquotiert und
bei —80 °C gelagert. Die Aliquots wurden unmittelbar vor Gebrauch aufgetaut und nur
einmal verwendet. Fir die Herstellung der Stammldésungen in den angegeben
Konzentrationen wurden folgende Losungsmittel verwendet: demineralisiertes Wasser
fur  Aprotinin (0.5 mg/ml), Leupeptin (1 mg/ml), Natriumfluorid (500 mM),
Natriumorthovanadat (100 mM, der pH-Wert wird mit HCI auf 9 eingestellt), Ethanol fur
PMSF (100 mM) und Methanol fir Pepstatin A (1 mg/ml).
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2.2 Methoden

2.2.1 Untersuchungen an isolierten Organen (Organbadstudien)

2.2.1.1 Vorbereitung der Organe und allgemeine Durchfiihrung

Isolierte Organe von Schlachtschweinen (Sus scrofa) wurden von der Lehr- und
Versuchsanstalt Teltow-Ruhlsdorf zur Verfigung gestellt. Es wurden weibliche oder
kastrierte mannliche Schweine mit einem Gewicht von 100 bis 120 kg verwendet. Die
Tiere wurden mit einem Stromschlag betdubt und durch Ausbluten aus der
Hauptschlagader getotet. Unmittelbar danach wurden die Organe (Herz und Lunge)
entnommen und in einer gekihlten (4 °C) Krebs-Henseleit-Pufferlosung (KHS)
transportiert. Ein bis zwei Stunden post mortem erfolgte die Préparation des
Zielgewebes aus den Organen sowie eine feinere Abtrennung von benachbartem
Gewebe. Die Vorbereitung wurde in gekuhlter KHS-Puffer unter standiger Begasung mit
Carbogen (0,:CO, /95:5) durchgefuhrt.

Die Gewebesegmente wurden mithilfe von L-formigen Edelstahlhdkchen
(Ringsegmente aus Pulmonal- und Koronararterien) oder von Schlinge und Faden
(Gewebestreifen aus Aortenklappe) in den Organbédern befestigt. Diese wurden vorher
mit KHS-Pufferlosung geflllt, auf 37 °C temperiert und kontinuierlich mit Carbogen
begast. Isometrische Anderungen in der Kontraktionskraft wurden durch einen
elektromechanischen Transducer (TF6V5) und Verstarker (Transducer-Coupler
TSE 4711) registiert und mit einem Schreiber (Siemens C 1016 Compensograph)
aufgenommen.

Nach dem Einbringen der Gewebesegmente wurde eine Basalkraft von 20 mN
(Aortenklappenstreifen: 5 mN) in allen Organbédern eingestellt. Nach einer Ruhephase
von 30 min wurde die Pufferlésung getauscht und die Basalkraft erneut auf 20 mN bzw.
5 mN eingestellt. Nach weiteren 30 min erfolgten je nach Versuchsaufbau zwei
Vorkontraktionen bzw. Vorrelaxationen und anschlieRend eine weitere Ruhephase vor
der Aufnahme der Konzentrations-Wirkungskurve (concentration-response curve,
CRC). Die Methode fur die Aufnahme der CRC wurde je nach Gewebeart gewahlt. Fur
die Untersuchungen an Koronararterien und Aortenklappen wurden die getesteten
Agonisten in konzentrationssteigenden halben logarithmischen Schritten hinzugeflgt.
Diese kumulative Methode konnte bei den Untersuchungen an den Pulmonalarterien

nicht angewendet werden. Stattdessen wurde nach der nichtkumulativen Methode die
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Wirkung der einzelnen Konzentrationen in separaten Organbadern mit je einem
Gewebesegment erfasst.

Um die Badflussigkeit auszutauschen, wurde die Flussrate der Apparatur vor dem
Einbringen der Testorgane auf 40ml/min eingestellt. Dies entspricht einem zweifachen
kompletten Tausch der Badflissigkeit pro Minute und diente der Sicherstellung
einheitlicher Waschbedingungen.

Bei der Durchfihrung von Experimenten in Anwesenheit von Testantagonisten wurden
diese in der Ruhephase vor der Stimulation mit den Testagonisten in die Pufferlosung
hinzugefugt und fur 30 bis 60 min mit den Gewebesegmenten prainkubiert.

Bei allen Experimenten wurden parallel zu den Testsubstanzen Kontrollkurven mit

Serotonin aufgenommen.

2.2.1.2 Untersuchungen an 5-HT,s-Rezeptoren in der Koronararterie vom Schwein

Um pharmakologische Effekte an den 5-HT,s-Rezeptoren zu untersuchen, wurde die
Schweinekoronararterie als funktionelles Modell verwendet. Es ist bereits bekannt, dass
Serotonin Uber 5-HT,a-Rezeptoren an diesem Gewebe Kontraktionen auslost (Cushing
und Cohen, 1993; Goérnemann et al., 2008a). Beide Aste der linken Koronararterie
Ramus interventricularis anterior und Ramus circumflexus, wurden wie in Kap. 2.2.1.1
beschrieben aus Schweineherzen entnommen und in Ringsegmente mit einer Lange
von 2 - 3 mm geschnitten (Abb. 6). Um die Endothelschicht auf der Lumenseite der

Gefal3e zu zerstoren, wurde jeder Ring mit einer Pinzette gerollt.

Abb. 6 Préaparation der Koronararterie des
Schweins mit abgeschnitten Ringsegmenten und
Befestigung an L-férmigen Edelstahlhdkchen

(Foto Dr. Tilo G6rnemann).

Die Arterienringe wurden dann senkrecht durch zwei Hakchen in Organbader befestigt.
Die Organbader wurden zuvor bereits auf 37 °C temperiert, mit Carbogen begast und
mit der Krebs-Henseleit Lésung befillt. Danach wurde eine Ruhespannung von 20 mN
eingestellt. Es folgte eine Ruhephase von 30min zur Stabilisierung der
Arteriensegmente. Danach wurde die Flussigkeit in den Organbadern erneuert, wobei
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eine feste Spulzeit von 3 min eingestellt wurde. Nach weiteren 30 min Ruhephase
wurde die Spannung nochmals auf 20 mN justiert. Durch Zugabe von 50 mM KCI in die
Badflissigkeit wurde die erste Kontraktion induziert (Abb. 7, Kurve A). Nach dem
Erreichen des maximalen kontraktilen Effekts, der durch ein Plateau in der
Aufnahmekurve registriert wurde, wurde die Spannung durch eine erneute Spulzeit von
5 min auf dem Basalwert zurtickgesetzt. Eine zweite Kontraktion mit 50 mM KCI wurde
induziert (Abb. 7, Kurve B). Nach Erreichen der zweiten Plateau-Phase wurden 0.1 pM
Bradykinin dazugegeben. Durch das Fehlen einer Bradykinin-induzierten Relaxation der
Arterien wurde die vollstindige Beseitigung der Endothelschicht uberpruft.
Arteriensegmente, die in der Anwesenheit von Bradykinin relaxierten, wurden von der
Untersuchung ausgeschlossen. Es folgten eine Spulung von 5 min, eine Ruhephase
von 15 min und eine erneute Spllphase von 3 min. Sobald die Experimente in
Anwesenheit von Testantagonisten durchgefuhrt wurden, wurden diese in die Bader
dazugegeben. Bei allen Experimenten wurde zusétzlich in die Badflissigkeit Prazosin
0.1 uM, Cocain 6 uM und Indometacin 5 uM hinzugefligt, um a;-Adrenorezeptoren zu
blockieren, die Wiederaufnahme von Serotonin und die Aktivitat der vaskularen
Cyclooxygenase zu hemmen. Nach 60 min wurden kumulative Konzentrations-
Wirkungskurven der getesteten Agonisten (5-HT, Cabergolin und seine Derivate)
aufgenommen (Abb. 7, Kurve C). Jede Konzentration der Agonisten wurde nach
Erreichen des Maximaleffekts der vorherigen Konzentration appliziert. Die
pharmakologischen Effekte wurden als Prozent der maximalen KCl-induzierten
Kontraktion (100 %) berechnet.

Bradykinin Spiilen
10 min 0.1uM A 10 min
IM —
10 mN
i 10 mNI
= Spilen
A B C

50 mM 50 mM

N N

Abb. 7 Representative Darstellung des Verlaufs der 5-HT,,-Rezeptor-vermittelten Kontraktionen an

der Koronararterie des Schweins in Organbadstudien.

38



2. Material und Methoden

2.2.1.3 Untersuchungen an 5-HT.z-Rezeptoren in der Pulmonalararterie vom

Schwein

Die Untersuchung der Effekte an 5-HT.s-Rezeptoren erfolgte an der isolierten
Pulmonararterie des Schweins. Es wurde bereits beschrieben, dass Serotonin eine
relaxierende Wirkung auf die Schweinekoronararterie austbt (Glusa und Pertz, 2000).
Pulmonalarterien wurden aus beiden Lungen wie in Kap. 2.2.1.1 beschrieben
entnommen. Die Arterien wurden in einzelne Ringsegmente mit einer Lange von 2-
3 mm geschnitten und mit Edelstahlhdkchen in den Organb&adern befestigt. Wahrend
der Gewebepraparation wurde auf die Erhaltung einer intakten Endothelschicht
geachtet. Fur diese Untersuchung wurde die Krebs-Henseleit-Losung A verwendet.
Zunachst wurde eine Basalspannung von 20 mN eingestellt. Wahrend der
Stabilisierungsphase von 60 min wurde die Badflissigkeit nach 30 min getauscht. Die
Ruhespannung wurde nochmal auf 20 mN eingestellt. In einem Abstand von 45 min
wurden die GefalRe einmal mit 30 mM KCI und dreimal mit 0.01 uM 9,11-Dideoxy-
9a,11a-epoxymethanoprostaglandin F,, (U 46619) kontrahiert (Abb. 8, Kurven A, B und
C). Nachdem die Kontraktion konstant geblieben war, wurde 5 min mit KHS-L6sung A
gespult, um KCI oder U 46619 auszuwaschen und die GefalRe wieder zur
Ruhespannung zu bringen. Falls erforderlich, wurde nach 15 min die Ruhespannung
wieder auf 20 mN eingestellt. Um die Integritdt der Endothelschicht zu Uberprifen,
wurde nach Erreichen des Maximaleffekts der zweiten U 46619-induzierten Kontraktion
0.01 uM Bradykinin dazugegeben (Abb. 8, Kurve B). Die relaxierenden Eigenschaften
der Endothelschicht wurden fur intakt befunden, wenn durch die Zugabe von Bradykinin
mindestens 80 % der Kontraktion abnahm. In diesem Fall wurden die entsprechenden
Arteriensegmente weiter verwendet. Die relaxierenden Effekte von 5-HT, Cabergolin
und seinen Derivaten wurden nach der Stabilisierung der dritten Kontraktion mit
U 46619 untersucht (Abb. 8, Kurve D). Die CRC fiur 5-HT wurde nach der kumulativen
Technik aufgenommen, wohingegen fir Cabergolin und seine Derivate nur die
nichtkumulative Methode anwendbar war. Da bekannt ist, dass manche Gewebearten
nur auf die erste Konzentration von Ergotalkaloid-Derivaten ansprechen, wurde fiir jede
Agonistenkonzentration je ein Organbad mit einem separaten Gewebesegment
verwendet (Muller-Schweinitzer, 1990). Die Experimente wurden parallel in Ab- und
Anwesenheit des 5-HT,g-Rezeptorantagonisten SB 204741 (3 uM) durchgefiihrt. Die
Zugabe erfolgte 30 min vor der Aufnahme der CRC. Wenn Cabergolin-Derivate mit
antagonistischen oder partialagonistischen Eigenschaften getestet wurden, wurden

diese fur 60 min vor der Aufnahme der 5-HT-CRC inkubiert. Nach Erreichen des
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maximalen relaxierenden Effektes wurde 0.01 uM Bradykinin hinzugefiigt und die
vollstandige Relaxation ausgelost (Abb. 8, Kurve D). Die relaxierenden Effekte in die
CRC wurden als Prozent des maximalen erreichbaren Effekts bei der vollstandigen
Relaxation nach der Zugabe von Bradykinin berechnet.

Serotonin kann gegensatzliche Wirkungen auf die Regulation des Tonus der Blutgefalie
aufweisen, daher kann es erforderlich sein 5-HT-Rezeptorsubtypen, die unter diesen
Testbedingungen eine Kontraktion auslésen, zu hemmen, um den relaxierenden Effekt
von 5-HT beobachten zu kénnen (McLennan und Taylor, 1984). Aus diesem Grund
wurden alle Experimente in der kontinuierlichen Anwesenheit von 0.1 yM Ketanserin

durchgefuhrt, um eine Aktivierung der glattmuskuléaren 5-HT,5-Rezeptoren zu hemmen.

i Bradykinin . 10 9.59
ikl +~ 10mM m Y ,///8.5

10 mN Bradykinin o A
" I - 2 10M 10mN 5 SHT g
7 pulen o
75
A B .
// 7 65
,‘//Bradyklnln
- N— U46619 U46619 10:0M
Ka ol 10nM 10 nM
N N

Abb. 8 Representative Darstellung des Verlaufs der 5-HT,g-Rezeptor-vermittelten Relaxation an der
Pulmonalarterie des Schweins in Organbadstudien.

2.2.1.4 Untersuchungen an isolierten Aortenklappen vom Schwein

Die drei Segel der Aortenklappe wurden, wie in Kap. 2.2.1.1. beschrieben, aus
Schweineherzen entnommen. Aus jedem Segelblatt wurde in Langsrichtung das freie
Ende abgeschnitten, so dass aus jedem Segelblatt nur der mittlere Streifen mit einer
Breite von ca. 5 mm verblieb. Anschlieend wurden alle drei Streifen auf gleiche Lange
gebracht und mit Hilfe einer Stahlnadel und Faden im Organbad befestigt.
Untersuchungen an verschiedenen Regionen der Klappensegel zeigten, dass die
kontraktile Fahigkeit dieses Gewebes in dem zentralen Bereich am stérksten ist,
verglichen mit dem freien Rand oder der Basalregion an der Grenze mit dem
Aortenstamm (Kershaw et al., 2004). Aul3erdem unterschieden sich die Kontraktionen
in den Langs- und Querrichtungen in der Kontraktionskraft. In der Langsrichtung wurde
eine gréRere Kontraktionskraft gemessen als in der Querrichtung. Basierend auf diesen
Untersuchungen wurden alle Experimente an dem zentralen Bereich der Klappensegel
in Langsrichtung gemessen. Fir diese Untersuchung wurde die KHS-Losung B

verwendet. Zu Beginn der Experimente wurde die Ruhespannung auf 5 mN eingestellt.
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Es folgte eine Ruhephase von 60 min, in der die Badflussigkeit zweimal ausgetauscht
(Spulzeit von 5 min) und die Ruhespannung bei Bedarf wieder auf 5 mN eingestellt
wurde. Nach der Stabilisierungsphase wurde eine Vorkontraktion durch Zugabe von
3 UM Serotonin ausgeltst. Nach Erreichen des Kontraktionsmaximums wurden die
Gewebestreifen mehrmals mit frischer KHS-Loésung B gewaschen. Bei einigen
Experimenten wurden Antagonisten hinzugefuigt, und die CRC wurde nach weiteren
30 min nach der kumulativen Methode aufgenommen. Die kontraktilen Effekte wurden

als Prozent der Vorkontraktion mit 5-HT berechnet.
2.2.2 Isolierung der primaren Kultur von Herzklappeninterstitialzellen

2.2.2.1 Gewinnung und Kultivierung von primaren Herzklappeninterstitialzellen

Fur die zellspezifischen Untersuchungen wurde eine Primarkultur von
Herzklappeninterstitialzellen isoliert. Herzen von Schlachtschweinen wurden von der
Lehr- und Versuchsanstalt Teltow-Ruhlsdorf bezogen. Unmittelbar nach dem
Schlachten wurden die Herzen in sterile Transportgefaf3e tberfuhrt und in KHS-LOsung
B getrankt. Die KHS-LOsung wurde vorher fir 15 min mit Carbogen begast und
anschlieBend durch einen Membranfilter mit PorengroRe 0.22 um sterilfiltriert.
Unmittelbar vor dem Gebrauch wurde die so vorbereitete Puffer-Losung mit 100 U/ml
Penicillin und 0.1 mg/ml Streptomycin versetzt. Unter der LAF-Werkbank wurden
mithilfe von sterilem Skalpell und Scheren die Mitral- und Aortenklappen entnommen.
Mit dem Skalpell wurde auf beiden Seiten vorsichtig die Endothelschicht der
Klappensegel entfernt. Das Gewebe wurde in kleine Fragmente geschnitten (2 bis
5 mm) und in einer Losung von Kollagenase Typ Il in DMEM/F12 (2 mg/ml) bei 37 °C in
einem Inkubationsschiittler bei niedriger Drehzahl geschwenkt. Die Kollagenase loste
die Zellen aus dem Zellverband ab. Zur Beendigung der Enzymreaktion wurde zu der
entstandenen Zellsuspension fetales Kalberserum (FCS) hinzugefiigt. Das FCS diente
als Enzymsubstrat. Die Gewebestiicke und die suspendierten Zellen wurden zweimal
fur 5 min zentrifugiert und anschlie3end mit PBS-L6sung gewaschen. Nach dem letzten
Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in vorgewdarmtem Wachstumsmedium
resuspendiert und in 150 cm?-Zellkulturflaschen eingesat. Die so gewonnen Zellen
wurden als 0. Passage bezeichnet und wurden aus 3 bis 4 verschiedenen Spendern
vereinigt. Die Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37 °C und einer Atmosphéare mit
5 % CO, und mindestens 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Nach 24 h wurde das Medium
zum ersten Mal gewechselt, um tote und nicht anhaftende Zellen zu entfernen. Danach

wurden die Zellen alle 48 h mit frischem Medium versorgt. Beim Erreichen von 80-90 %

41



2. Material und Methoden

Konfluenzgrad wurden die Zellen weiter passagiert (Siehe 2.2.2.2.) oder im flissigen
Stickstoff aufbewahrt (Siehe 2.2.2.4.). Fir die Untersuchungen wurden Zellen der
ersten bis dritten Passage verwendet. Zur Supplementierung der Zellkulturmedien
wurde ein kommerziell erhdltliches dialysiertes FCS verwendet, um eine
Desensibilisierung der Serotoninrezeptoren und eine Aktivierung der VICs zu
vermeiden. Konventionelle Seren, die weder dialysiert noch durch andere Methoden
von niedermolekularen Bestandteilen befreit wurden, kdénnen hohe Mengen an
Serotonin enthalten, bedingt durch die Zerstérung von Thrombozyten wahrend der

Gewinnung und Verarbeitung.

2.2.2.2 Passagierung

Nachdem ein Konfluenzgrad von 80 - 90 % erreicht wurde, wurden die Zellen
passagiert, um eine Anhaufung von Zellen aufeinander und ein Wachstum in mehreren
Schichten zu verhindern.

Das Medium wurde abgesaugt, die Zellen wurden mit vorgewarmter PBS-Ldsung
gewaschen und mit steriler Trypsin/EDTA-L6sung fir 5 min im Brutschrank inkubiert.
Das Ablosen der Zellen vom Boden der Zellkulturflaschen wurde unter dem
Lichtmikroskop beobachtet und wenn ndétig durch ein leichtes Anklopfen der Flasche
unterstitzt. Durch Zugabe vom Stoppmedium wurde die Trypsinaktivitdt beendet, die
Zellsuspension wurde zentrifugiert (5 min/1000 Umdrehungen) und anschlieRend im
frischen Wachstumsmedium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde dann entweder
im Verhaltnis von 1:3 oder 1:4 in 75 cm? Zellkulturflaschen gesplittet oder nach einer

Ermittlung der Zellzahl fir zellspezifische Untersuchungen verwendet (Kap. 2.2.2.3).

2.2.2.3 Quantifizierung von Zellen fur zellspezifische Untersuchungen

Bei der Durchflihrung von zellspezifischen Untersuchungen ist das Einsden einer
definierten Zellzahl von gro3er Bedeutung. Eine zu hohe Zelldichte kann zu Wachstum
der Zellkultur in mehreren Schichten flihren, wogegen eine zu geringe Dichte zum
verlangsamten Wachstum fuhrt. Die Zellzahl in einer Zellsuspension wurde mithilfe
einer Neubauer Zahlkammer (Hamozytometer) erfasst. Ein Deckglas wird auf die
Kammer gedrickt und befestigt bis die Ausbildung von Newton-Ringen zu sehen ist.
Die Zellsuspension wird vorsichtig geschuttelt, um eine gleichmé&Rige Verteilung der
Zellen zu gewahrleisten. Danach werden 10 pl Suspension zwischen Deckglaschen und
Zellkammer aufgetragen. Unter dem Lichtmikroskop werden die Zellen in vier Felder

der Kammer ausgezahlt. Die Gesamtzahl der Zellen in X ml Suspension ergibt sich aus:
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Ausgezihlte Zellzahl fir 4 Felder
2

*10* * X ml = Gesamtzahl der Zellen in der Suspension

Die Suspension wurde fir 5 min bei 1000 Umdrehungen zentrifugiert und das Zellpellet
in das gewinschte Volumen Zellmedium aufgenommen. So konnte eine Zellsuspension
mit einer definierten Zellzahl pro Volumen erhalten werden und durch Ausrechnen des

bendtigten Volumens eine bestimmte Zellzahl eingesat werden.

2.2.2.4 Kryokonservierung der Zellen

Nach Erreichen eines Konfluenzgrades von 80 - 90 % der primaren Zellkultur (Po) wur-
den die Zellen mit PBS gewaschen, mit Hilfe von Trypsin abgel6st und in eine Suspension
Uberfuhrt. Die Zahl der Zellen wurde bestimmt und nach Abzentrifugieren wurde das
Zellpellet in einem genauen Volumen Einfriermedium aufgenommen, so dass die
Zelldichte 10%/1 ml Einfriermedium betrug und in Kryordhrchen berfiihrt. Die Réhrchen
wurden zunachst in eine Doppelwandbox, deren Ummantelung Isopropylalkohol
enthielt, Gberfihrt und fir mindestens 24 h bei - 80 C aufbewahrt. Danach erfolgte die
Uberfilhrung in den flissigen Stickstofftank.

Das Auftauen der Zellen erfolgte dagegen maoglichst schnell. Aus dem fliissigen Stick-
stoff wurden die Réhrchen in einem auf 37° C vortemperierten Wasserbad erwarmt und
die aufgetaute Suspension unmittelbar danach im vorgewadrmten Wachstumsmedium
aufgenommen. Am néchsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel um DMSO-Reste aus

dem Einfriermedium zu beseitigen.
2.2.3 Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen

Die indirekte Immunofluoreszenz ist eine Methode zur Detektion, Lokalisierung und
halbquantitativen Bestimmung von Proteinen in Zellen, basierend auf der Antigen-
Antikdrper-Reaktion. Fur diese Untersuchung wurden sterile Objektglaser, geteilt in vier
separate Kammern, mit einem gemeinsamen Deckel verwendet (Lab-Tek Il, Brand,
Wertheim). 4 *10* Zellen wurden in jeder Kammer ausgesat und fir 48 h im
Wachstumsmedium inkubiert. Nach Absaugen des Mediums wurde einmal mit PBS
gewaschen, und die Zellen wurden fir 5 min mit eiskaltem Methanol fixiert. Danach
wurden die Objektglaser fir 5 min mit einer LOsung zur Permealisation versetzt, um die
Detektion intrazellularer Proteine zu erleichtern. Es folgten drei weitere Waschschritte
mit PBS und die Absattigung der unspezifischen Bindungsstellen mit Blocklésung fir
30 min. Die Primarantikorperlosung wurde hergestellt und auf ein Stick Parafilm

tropfenweise pipettiert (60 ul pro Kammer). Das Objektglas wurde unter Vermeidung

43



2. Material und Methoden

der Ausbildung von Luftblasen auf den Parafilm gelegt, so dass die anhaftenden Zellen
mit dem Antikdrper in Kontakt kamen und tber Nacht bei 4 °C stehen gelassen. Am
nachsten Tag folgten drei Waschschritte mit PBS und die Detektion mit dem
sekundaren Antikorper fur 1 h unter Lichtausschluss, wie fur den priméaren Antikdrper
beschrieben. Nach weiteren drei Waschschritten erfolgte die Farbung der Zellkerne mit
dem DNA-Farbstoff DAPI (0.1 pg/ml) fir 1 min. Die DAPI-L6sung wurde einmal mit PBS
gewaschen. AnschlieRend wurde das Deckglas auf dem Objektglas mit Fluoromount®-
Reagenz unter Vermeidung der Ausbildung von Luftblasen fixiert. Die Fluoromount®-
Reagenz fixierte das Deckglas auf dem Objektglas und schitzte die
Fluoreszenzfarbstoffe vor zu schnellem Ausbleichen. Die so angefertigten Préaparate
wurden auf dem Fluoreszenzmikroskop Keyence BZ 8000 beobachtet und digital

aufgenommen.
2.2.4 Proteinbiochemische Untersuchungen

2.2.4.1 Proteinextraktion

VIC’s wurden in Zellkulturschalen ausgesat und nach Erreichen der 80 — 90 %
Konfluenz auf Basalmedium mit 0.2 % FCS fir 48 h umgestellt. Danach wurde das
Medium nochmals ausgetauscht. Wenn die Experimente in Anwesenheit von
Testantagonisten durchgefihrt wurden, wurden diese 30 min vor der Stimulation mit
den zu testenden Substanzen dazugegeben. Die Stimulationsdauer fir die Aktivierung
von phospho-ERK betrug 5 min. Das Medium wurde abgesaugt, und die Zellen wurden
zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Zu jeder Schale wurden 200 pl Lysepuffer
dazugegeben, das unmittelbar zuvor mit Proteinaseinhibitoren supplemetiert wurde.
Nach 20 minutiger Lyse auf Eis wurde fir 2 min mit einem Zellkratzer gekratzt, um die
vollstandige Zelllyse und die Abtrennung vom Kulturgefa3 zu sichern. Die Lysate
wurden in 1.5 ml Eppendorff-Tubes pipettiert und fir 30 min in einer vorgekuihlten
Zentrifuge bei 4 °C 15000 g zentrifugiert. Der geltste Proteintberstand wurde in neue
Tubes pipettiert, und der Pellet wurde verworfen. Soweit die Weiterverarbeitung der

Proben nicht am selben Tag erfolgte, wurden diese bei — 20 °C aufbewahrt.

2.2.4.2 Bestimmung des Proteingehalts

Der Proteingehalt, der wie in 2.2.4.1. beschrieben gewonnenen Proben, wurde mit einer
modifizierten Methode nach Popov und Schaffner bestimmt (Popov et al.,, 1975;
Schaffner und Weissmann, 1973). Die Methode basiert auf der Ausfallung von

Proteinen als unlésliche Farbstoffkomplexe mit saurer, methanolischer Amidoschwarz-
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10B-Loésung. Der Test erfolgte in 96-Loch-Platten mit einem Filterboden mit einer
PorengrofRe von 40 um. Nach Ablauf der Fallungsreaktion wurden die Protein-
Farbstoffkomplexe abzentrifugiert. Die Uberschussige Farbstofflosung in dem Filtrat
wurde verworfen, und das Pellet wurde dreimal gewaschen. AnschlieRend wurde das
Pellet in 0.1 M NaOH solubilisiert und die Absorption in einem ELISA-Reader bei
620 nm abgelesen. Die freigesetzte Farbstoffmenge ist der Proteinausgangsmenge
direkt proportional. Bei jeder Messung wurde parallel eine Kalibriergerade durch
Verdinnung einer Stammlésung von Bovinem Serumalbumin (BSA) als Standard
erstellt (Tabelle 1). Die Berechnung der Proteinkonzentration der Proben erfolgte tber
die Regressionsgleichung der Kalibriergerade. Die Bestimmung wurde dreifach

ausgefuhrt und die Mittelwerte berechnet.

Tabelle 1 Herstellung der Kalibriergerade fir die Bestimmung des Proteingehalts

_ Volumen in pl der BSA- )
Nummer der Konzentration Volumen in pl des
) Stammldsung (5
Standardldsung in pg/ml Lysepuffers
mg/ml)

S1 1750 350 650

S2 1500 300 700

S3 1250 250 750

S4 1000 200 800

S5 750 150 850

S6 500 100 900

S7 250 50 950
Blindlésung 0 0 1000

2.2.4.3 Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proben wurden mit dem entsprechenden Volumen eines kommerziell-erhaltlichen
3-fachen Probenladepuffers (Red/Blue Load Buffer 3X) verdinnt und fir 5 min auf
95 °C erhitzt. Dadurch wurden die Proteine denaturiert und die Disulfidbriicken durch
das in dem Ladepuffer erhaltene Dithiothreitol (DTT) reduziert. Zwischen zwel
Glasplatten wurden zunachst die Trenngelldésungen gegossen und mit Isopropanol
beschichtet, um eine Austrocknung und unregelméssige Polymerisation des Gels zu
verhindern. Nachdem das Trenngel ausreichend polymerisiert war, wurde darauf die

Sammelgellésung gegossen und ein Kamm in die LOsung eingetaucht, um die
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Probentaschen zu formen. Nach vollstdndiger Polymerisation wurden die Kéamme
entfernt und jeweils zwei Gelsysteme in die Elektrophoresekammer gebracht. Das
Volumen, das 20 ug Gesamtproteinmenge fir jede Probe entsprach, wurde auf die
Geltaschen aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine nach deren Molekulargewicht
erfolgte in einem diskontinuierlichen System nach Laemmli bei 40 mA. Auf jedem Gel
wurde ein kommerziell erhaltlicher, vorgefarbter ProteingroBenmarker aufgetragen, der
zum Nachverfolgen des Trennprozesses diente.

2.2.4.4 Western Blot (Halbtrockenverfahren, engl. Semi-Dry-System) und
Detektion

Die aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe des Semi-Dry-Systems auf eine
Polyvinylidenfluorid-Membran ~ (PVDF)  Ubertragen. Die  Trenngele  wurden
zurechtgeschnitten und ftr 10 min in Blotpuffer aquilibriert. Die PVDF-Membran wurde
zunéchst fur 1 min in Methanol aktiviert, kurz in Wasser gewaschen und ebenfalls fur
10 min in Blotpuffer aquilibriert. Auf die Semi-Dry-Blotting-Kammer wurden in der
gegebenen Reihenfolge folgende Schichten aufeinander gelegt: drei Blatter mit
Blotpuffer getranktem Whatman-Papier, eine PVDF-Membran, Trenngel und weitere
drei Blatter Whatman-Papier. Die angelegte Stromstarke betrug 1.5 mA/1 cm? bei einer
Transferdauer von 90 min.

Anschlielend erfolgte die Visualisierung der Proteinbanden durch indirekte
Immunodetektion. Zur Sattigung der freien Bindungsstellen wurde die Membran fir 1 h
bei Raumtemperatur mit Blockldsung geschwenkt. Es folgten vier Waschschritte far
jeweils 10 min mit PBST und die Markierung mit dem priméren Antikorper Gber Nacht
bei 4 °C unter leichtem Schwenken. Die Verdiinnung der priméren Antikorper erfolgte in
5% BSA in PBST (1:1000 fur den ph ERK-ADb, 1:750 fir den Gesamt-ERK-ADb). Die
Membranen wurden erneut vierfach gewaschen und fur 1 h bei Raumtemperatur mit
dem sekundaren Antikorper geschwenkt, der zuvor in Blockldsung verdinnt wurde
(1:5000). Nach vier weiteren Waschschritten wurde die Membran mit dem LumiGlo®-
Reagenz unter Lichtausschluss (dunkle Kammer) versetzt, zwischen zwei
Klarsichtfolien gelegt und in einer Expositionskassette in Kontakt mit Rontgenfilm
gebracht. Die ausgestrahlte Chemilumineszenz fiihrte zu einer Schwarzfarbung des
Rontgenfilms an den Stellen, wo der sekundare Antikorper spezifisch gebunden war.
Der sekundéare Antikdrper war an das Enzym Meerrettich-Peroxidase HRP gekoppelt.
Das LumiGlo®-Reagenz enthielt Luminol, das unmittelbar vor Gebrauch mit

Wasserstoffperoxid versetzt und von dem Enzym HRP in die Dianionform uberfuhrt
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wurde, welche Licht emittiert. AnschlielRend wurde der exponierte Film mit Entwickler
und Fixierer behandelt und eingescannt.

Nach der Visualisierung der spezifischen Proteinbanden wurde durch die sog.
»otripping“-Technik eine erneute Verwendung der Membranen ermdglicht. Dafur
wurden sie zundchst mit PBST gewaschen und anschlieRend mit einem kommerziell-
erhaltlichen Stripping-Puffer fir 15 min bei Raumtemperatur geschwenkt. Nach einem
erneuten Blockschritt konnten die Membranen ein zweites Mal mit spezifischen

Antikorpern detektiert werden.
2.2.5 Radiometrische Untersuchungen

2.2.5.1 Untersuchung der Synthese der extrazellularen Matrix (ECM)

Um die Biosynthese der extrazellularen Matrix (ECM) in Interstitialzellen von
Herzklappen zu untersuchen, wurden radioaktiv-markierte Verbindungen verwendet. Es
wurden kommerziell erhaltliche Tritium [°H]-markierte Substanzen, die als Bausteine fiir
die Makromolekile der ECM fungieren, eingesetzt. Der Einbau der markierten Molekile
in den Interstitialzellen diente als Indiz fir die Neusynthese der entsprechenden
Makromolekdle. Aufgrund des haufigen Vorkommens von L-Prolin und L-Hydroxyprolin
in der Aminosauresequenz der Kollagenhelix, diente das mit Tritium markierte-L-Prolin
(I*H]-L-Prolin) als ein geeigneter Indikator fiir die Kollagensyntheseaktivitat der Zellen
(Nimni, 1983). Um die Neusynthese von Glykosaminoglykanen (GAG) zu bewerten,
wurde mit Tritium markiertes Glucosamin ([*H]-Glucosamin) verwendet, da Glucosamin
als Hauptbauelement fir GAG-Molekule dient (Jarvelédinen et al., 2009).

Zellen der ersten bis dritten Passage wurden mit einer Dichte von 3 x 10* pro Loch in
24-Loch-Platten ausgesat und bis Erreichen von 80-90 % Konfluenzgrad mit
Wachstumsmedium inkubiert (48 — 72 h). Danach wurde das Wachstumsmedium
gegen Basalmedium mit 0.5% FCS umgetauscht. Es erfolgte ein erneuter
Mediumwechsel nach 24 h und die Zugabe der Testsubstanzen. Das Basalmedium
enthielt zusatzlich Ascorbinsaure (100 pg/ml), die fur die korrekte Kollagenbiosynthese
und fur die Quervernetzung der Kollagenhelices ndétig ist (Nimni, 1983). Bei
Untersuchungen in der Anwesenheit von Serotonin wurde der MAO-Inhibitor Phenelzin
(10 pM) zum Basalmedium addiert, um die Metabolisierung von Serotonin zu 5-
Hydroxyindolessigsaure wahrend der Inkubationszeit zu verhindern (s. Kap. 1.4.1).
Hingegen war der Zusatz von Phenelzin in der Anwesenheit von Cabergolin nicht
notwendig, da Cabergolin nicht Gber das MAO-Enzymsystem abgebaut wird (Battaglia

et al., 1993; Cocchiara und Benedetti, 1992). Wenn die Experimente in Anwesenheit
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von Testantagonisten durchgefuhrt wurden, wurden diese 30 min vor der Zugabe der
Agonisten gegeben. Weitere 30 min nach der Zugabe aller Testsubstanzen wurde der
Tritum-Marker dazugegeben. Fiir die Collagen-Synthese wurde 0.5 pCi [*H]-Prolin pro
Loch verwendet. Dies entsprach 10 pl einer 1:20 Verdinnung der Stammlésung
(I mCi/ml, spezifische Aktivitat 94.4 Ci/mmol). Fur die Untersuchung der
Glykosaminoglykansynthese wurden 3 pCi [°H]-Glucosamin Hydrochlorid pro Loch
pipettiert, was 30 ul der 1:10 Verdinnung der Stammldsung entsprach (1 mCi/ml,
spezifische Aktivitat 35.5 Ci/mmol). Nach weiteren 48 h Inkubationszeit, wurde das
Medium abgesaugt. Die Zellen wurden vorsichtig mit 1 ml eiskaltem PBS gewaschen
und anschlieRend mit 500 pl eiskalter Trichloressigsaure TCA (10 %) bei 4 °C fur 1 h
versetzt. Nach dem Absaugen der TCA wurden die Zellen erneut mit 500 ul eiskaltem
PBS gewaschen und mit 200 pl einer Losung von 0.3 M NaOH und 0.1 % SDS unter
Schitteln (1 h, 150 U/min, 37 °C) aufgeschlossen. Der Zellaufschluss wurde in 2 ml
Kunststoffrohrchen udberfihrt und mit 1.5 ml Scintillations-Cocktail durch Schutteln
vermischt. Die radioaktive Strahlung aus den Proben induzierte die Fluoreszenz des
Scintillations-Cocktails und konnte dadurch in einem Szintillationszahler quantifiziert
werden.

Die Experimente wurden dreifach oder vierfach durchgefuhrt und daraus die Mittelwerte
gebildet. Die Auswertung der Daten erfolgte durch Dividieren der Mittelwerte fur die
jeweilige Behandlung durch die Mittelwerte der Negativkontrolle. Als Negativkontrolle
wurde die entsprechende Menge Ldsungsmittel statt Substanzlésung hinzugeftigt und
die Zellen unter den gleichen Versuchsbedingungen behandelt. Die so ermittelte
Einbaurate zeigte die x-fache Veranderung in der Syntheseaktivitat im Vergleich zur
Negativkontrolle.

Die Experimente wurden unter der Beachtung der Regeln fir radioaktives Arbeiten
durchgefuhrt. Nach jedem Arbeitsvorgang wurde ein Wischtest durchgefuhrt. Mithilfe
von Ethanol-getranktem Filterpapierstiicke wurden Arbeitsgerate oder Arbeitsflachen
gewischt. Die Filterstiicke wurden in 2 ml Kunststoffrohrchen mit Scintillationscocktail
eingetaucht, vermischt und die strahleninduzierte Fluoreszenz wurde quantifiziert.
Dabei wurden mindestens 6 Stellen auf radioaktive Kontamination untersucht. Die
Messwerte von Wischtests, sowie der Verbrauch und Bestellungen von radioaktiven

Substanzen wurden stets dokumentiert.
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2.2.5.2 Untersuchung der Zellproliferation

Eine gut etablierte Methode zur Untersuchung der Zellproliferation in vitro ist die
Markierung von Zellen mit radioaktiven Nukleotiden wie das Tritium-haltige
Methylthymidin ([*H]-Methylthymidin). Dieser Proliferationstest beruht auf der Messung
der Strahlung der eingebauten [°H]-Methylthymidin wahrend der S-Phase des Zellzyklus
als MaR fir die neusynthetisierte DNA (Goncharova et al., 2007).

3 x 10" Zellen pro Loch wurden in 24-Loch Platten ausgesat und fiir 24 h inkubiert.
Danach wurde das Wachstumsmedium mit Basalmedium (0.2 % FCS) ausgetauscht,
um den Zellzyklus in die Go/G;-Phase zu synchronisieren (Goncharova et al., 2007).
Nach weiteren 24 h wurde das Basalmedium nochmal ausgetauscht und die
Testsubstanzen dazugegeben, wobei Antagonisten 30 min vor der Zugabe von
Agonisten hinzugefigt wurden. Das Basalmedium enthielt zusatzlich Ascorbinsaure
(100 pg/ml) und den MAO-Hemmer Phenelzin (10 uM). Nach 4 h wurden 1 pCi [°H]-
Methylthymidin pro Loch hinzugefugt, was 10 pl einer 1:10 Verdinnung der
Stammldsung entsprach (1 mCi/ml, spezifische Aktivitdt 23-27 Ci/mmol). Nach dem
Ablauf von weiteren 20 h wurden die Zellen, wie bereits in Kap. 2.2.5.1 beschrieben,
zunachst mit TCA fixiert und anschlieBend alkalisch aufgeschlossen. Die
strahleninduzierte Fluoreszenz wurde im Scintillationsz&hler quantifiziert. Die Versuche
wurden in Triplikat oder in Quadruplikat durchgefihrt, und die Auswertung erfolgte wie
in Kap. 2.2.5.1 beschrieben. Auch diese Untersuchung wurde unter der Beachtung der

Regeln fur radioaktives Arbeiten durchgefuhrt.

2.2.5.3 Dopamin D,-Rezeptor-Bindungstudien ([*S]GTPyS-Binding-Assay)

Mit Hilfe einer [*>*S]GTPyS-Bindungsstudie wurde die agonistische Potenz ausgewahlter
Substanzen an rekombinanten humanen Dy ongr)- UNd Dashors)- Rezeptoren untersucht
(Harrison und Traynor, 2003; Schlotter et al., 2005). Die Studie wurde von Herrn Dr. H.
Hubner (Friedrich Alexander Universitat, Erlangen) Gbernommen.

Zu diesem Zweck wurden CHO-Zellmembranen verwendet, die humanen D, - und D,s-
Rezeptoren stabil exprimieren (Hayes et al., 1992) Die Vorbereitung der
Membranhomogenate erfolgte wie bereits in Hubner et al. (2000) beschrieben. Die
Rezeptordichte betrug 0.78 pmol/ug fur die Dy - bzw. 3.37 pmol/ug fir die Dos-
Rezeptoren. Nach Verdinnung der Membranhomogenate mit HEPES-Puffer wurden
die Testsubstanzen und Guanosindiphosphat (1 uM in HEPES-Puffer) in 96-Loch-
Platten dazu pipettiert, so dass das Endvolumen auf 200 pl pro Loch eingestellt wurde.

Die Verdinnung der Testsubstanzen erfolgte in HEPES-Puffer, supplementiert mit
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0.1 mM DTT. Die Untersuchung erfolgte in 5-facher Bestimmung (5 Replikate pro
Testkonzentration). Nach 30 min Inkubationszeit bei 37 °C wurde 0.1 nM [**S]GTPYS
(spezifische Aktivitat 1250 Ci/mmol) pro Loch dazugegeben und fur weitere 30 min
inkubiert. Durch eine schnelle Filtration durch GF/B-Filter mittels eines automatischen
Zellsammlers wurde die Reaktion beendet. Die Filter wurden funfmal mit eiskaltem
Waschpuffer gewaschen und bei 60 °C fur drei Stunden getrocknet. Die Strahlen-
induzierte Fluoreszenz in jedem Filter wurde in einem Scintillationsz&hler quantifiziert.

Die Auswertung erfolgte durch Normalisierung der Daten aus jedem einzelnen
Experiment relativ zu dem vollen Effekt des Referenzagonisten — Quinipirol (selektiver
D,-Agonist (Levant et al., 1992)). Aus den Mittelkurven der einzelnen Experimente
wurden mittels nichtlinearer Regression die pECsp—Werte der getesteten Substanzen

als Mal3 fur deren agonistischen Potenz berechnet.
2.2.6 Datenanalyse und Statistik

2.2.6.1 Charakterisierung der pharmakologischen Parameter

Die Bestimmung der pharmakologischen Parameter von Cabergolin und seinen
Derivaten erfolgte nach den Empfehlungen des Komitees fur Rezeptornomenklatur und
Wirkstoffklassifizierung der IUPHAR (Jenkinson et al., 1995; Neubig et al., 2003).
Vollagonisten und Partialagonisten wurden durch folgende Begriffe charakterisiert.

pECso Der negative dekadische Logarithmus der molaren Stoffmengenkonzentration,
die 50 % des maximal mdglichen Effekts auslést/hervorruft. Der pECso-Wert diente in

der vorliegenden Arbeit zur Einschatzung der Potenz (potency) eines Agonisten.

Emax Der maximale Effekt, der bei definierten experimentellen Bedingungen in einem
bestimmten Gewebe von einem Agonisten hervorgerufen werden kann, bezogen auf
den maximalen Effekts des vollen Agonisten oder einer Referenzverbindung (z.B. KCI)
unter denselben Bedingungen. In dieser Arbeit wurde Enax als ein MaR fur die

Wirksamkeit (efficacy) eines Agonisten angesehen.

pKp Der negative dekadische Logarithmus der molaren Gleichgewichts-
Dissoziationskonstanten des Partialagonist-Rezeptorkomplexes. Fur Partialagonisten

mit einer geringen Enay liegt der der pKp-Wert nahe am pECso-Wert.

Die pKp-Werte konnen durch zwei Methoden bzw. funktionelle Experimente bestimmt
werden. Nach der Methode von Kenakin (1993) werden die pKp-Werte von

Partialagonisten in Agonisten-Experimenten ermittelt. Dabei werden Konzentrationen
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des vollen Agonisten A (5-HT) und des partiellen Agonisten P (Ergot-Derivat), die unter
gleichen Bedingungen den gleichen Effekt auslosten (aquieffektive Konzentrationen)
nach folgender Gleichung verglichen:

clA4)

C(A}=M'(E)+b

Wobei c(A) und c(P) die aquieffektiven Konzentrationen von A bzw. P darstellen, m ist
die Steigung und b der Ordinatenschittpunkt der Ausgleichsgerade c(A) gegen
c(A)/c(P). Kp wird aus der Steigung nach folgender Gleichung berechnet:

Ep
Kp=m- (; -1

Mit €5 und ¢p sind die “intrinsic efficacies” von A bzw. P dargestellt. Im Falle eines

schwachen Partialagonisten, ist &p << €5, daraus ergibt sich fur Kp:

pEp =logm

Partialagonisten sind durch eine geringere Wirksamkeit, als die des Vollagonisten am
selben Rezeptor charakterisiert. Somit weisen Partialagonisten agonistische als auch
antagonistische Eigenschaften auf. Demzufolge lassen sich die pKp-Werte auch in
Experimenten bestimmen, bei denen die Partialagonisten als Antagonisten eingesetzt
werden. Nach der Methode von Marano und Kaumann (Marano und Kaumann, 1976)
werden aquieffektive Konzentrationen des vollen Agonisten (5-HT) in Abwesenheit und

Anwesenheit des Partialagonisten (P) nach folgender Gleichung verglichen:
clA)=m-c(A)*+b

Wobei c(A) die molare Konzentration von A in Abwesenheit von P und c(A)* die molare
aquieffektive Konzentration von A in Anwesenheit von P ist, m und b sind jeweils die

Steigung und der Ordinatenabschnittpunkt der gewichteten Regressionsgerade c(A)

gegen c(A)* (Marano Plot).

Aus der Steigung des Marano Plots wird Ke nach folgender Gleichung ermittelt:
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1

m= E‘F) c(p)

1+(1_E._ K

(P)-
- SR (-3

Wenn &p << g, Wie bei schwachen Agonisten der Fall ist, ergibt sich fur Kp

B c(P)m

P 1—m

log [(1/m) — 1] = loge(P) —log K,

In der vorliegenden Arbeit wurde als Maf3 fur die antagonistische Affinitat der Begriff

pA.-Wert verwendet:

pA, Der negative dekadische Logarithmus der molaren Stoffmengenkonzentration
eines Antagonisten, die es erforderlich macht, die Agonistenkonzentration zu

verdoppeln, um den gleichen Effekt zu erzielen.

Es wurde der sog. scheinbare pA,-Wert ,apparent pA;“ aus Experimenten mit einer
Antagonistenkonzentration nach der folgenden Gleichung ermittelt, wobei r
("concentration ratio”) das Verhaltnis der ECsy des Agonisten in Anwesenheit und

Abwesenheit des Antagonisten darstellt (Furchgott, 1972):
pAz = —logc(B) + log (r — 1)

2.2.6.2 Statistik

Die Daten wurden als Mittelwerte = S.E.M. (,standard error of the mean®,
Standardfehler des Mittelwerts), mit Angabe der Anzahl der Experimente n prasentiert.
Fiur den Vergleich von zwei Mittelwerten mit homogenen Varianzen aus verschiedenen
Behandlungen wurde der Zwei-Stichproben-t-Test nach Student (zweiseitig)
angewendet. Wurden mehr als zwei Mittelwerte miteinander verglichen, wurde die
einfaktorielle Varianzanalyse (one-way-ANOVA) mit anschlieendem Dunnett's Post-
Test durchgefuhrt. Stichproben, bei denen mittels des F-Tests nach Fischer keine

Varianzhomogenitat nachgewiesen werden konnte, wurden mit dem modifizierten t-Test
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nach Welch verglichen. Die Unterschiede zweier Mittelwerte wurden fir statistisch
signifikant befunden, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 5 % war (P < 0.05).
Die Erstellung/Konstruktion der Konzentrations-Wirkungskurven (CRC) erfolgte nach
Kurvenanpassung durch nichtlineare Regression und Bearbeitung der Daten mit einer
,Vier-Parameter-Logistik-Funktion“ (Hill-Gleichung).

E‘I‘]’.a}{

E= 14 -lﬂ':—pEE;:—lngcl:A}}na

Ein iteratives Verfahren zur Minimierung der Summe der Abstandsquadrate wurde
verwendet. Die Bearbeitung/Berechnung erfolgte mit der Software GraphPad Prism 5,
San Diego, CA, USA.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung des molekularen
Fragments, das fur den Cabergolinagonismus an den 5-HT,,- und

5-HT,5s-Rezeptoren verantwortlich ist

Die Aktivierung von 5-HT,a- und 5-HT,s-Rezeptoren ist potentiell fur die
schwerwiegenden fibrotischen Verdnderungen an den Herzklappen verantwortlich (s.
Kap. 1.4.2) Daher sollte zunéchst untersucht werden, welches Fragment des
Cabergolin-Molekils 5-HT,a- und 5-HT,g-Rezeptoren aktiviert. Hierfir wurde die Allyl-
Seitenkette an der N(6)-Position durch funf weitere Substituenten ersetzt (siehe Abb. 9).
Aufgrund von vorherigen Untersuchungen in der Arbeitsgruppe Prof. Pertz an der
verwandten Substanz Pergolid wurde postuliert, dass der N(6)-Substituent
entscheidend fur die agonistischen Eigenschaften ist (s. Kap. 1.5). Die Wirksamkeit der
Substanzen wurde  mittels  funktioneller ~ Experimente am  Modell der
Schweinekoronararterie fur 5-HT,a-Rezeptoren und der Schweinepulmonalarterie fur 5-
HT.s-Rezeptoren untersucht. Fir ausgewahlte Verbindungen wurden anschlie3end die

pharmakologischen Effekte an Dopamin D,-Rezeptoren untersucht.

= -CH; 2CHz Cabergolin

-CHz-q 6-Cyclopropylmethylcabergolin
-CH,-CH,-CH3; 6-Propylcabergolin

-CHy-CH3 6-Ethylcabergolin
-CH3 6-Methylcabergolin
-H 6-Norcabergolin

Abb. 9 Struktur von Cabergolin und seinen Derivaten mit Modifikationen in Position 6.
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3.1.1 Effekte von Cabergolin und seinen Derivaten an 5-HT,x-Rezeptoren in der

Koronararterie des Schweins

Um die pharmakologischen Eigenschaften von Cabergolin und seinen Derivaten an den
5-HT,a-Rezeptoren zu untersuchen, wurde das Modell der Schweinekoronararterie
angewendet (Gornemann et al., 2008a). Dieses Modell beruht auf der Fahigkeit von 5-
HT und anderen serotonergen Liganden die Koronararterie zu kontrahieren. Die
Aktivierung der 5-HT,a-Rezeptoren ist an die Bildung von Inostitoltrisphosphat und der
Freisetzung von Ca'*-lonen gekoppelt (Hoyer et al., 1994) (s. Kap.1.4.1). Die Effekte
der in dieser Arbeit untersuchten Substanzen wurden durch Aufzeichnen der Spannung

der Arteriensegmente bei der isometrischen Kontraktion in Organbadern gemessen.
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Abb. 10 Kontraktile Effekte von 5-HT, Cabergolin (A) und 6-Cyclopropylmethylcabergolin (B) an der
Schweinekoronararterie. Dargestellt sind Mittelwerte (% einer Vorkontraktion mit KCI) + S.E.M..

Anzahl der Tiere s. Tabelle 2.
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Abb. 11 Kontraktile Effekte von 5-HT, 6-Propylcabergolin (A) und 6-Ethylcabergolin (B) an der
Schweinekoronararterie. Dargestellt sind Mittelwerte (% einer Vorkontraktion mit KCI) + S.E.M..
Anzahl der Tiere s. Tabelle 2.

Gleichzeitig wurde eine Kontrollkurve mit dem Vollagonisten Serotonin aufgenommen.
Cabergolin, sowie 6-Ethylcabergolin, 6-Propylcabergolin und 6-Cyclopropyl-
methycabergolin  I6sten  konzentrationsabhéangig kontraktile Effekte an der
Schweinekoronararterie aus. Die Reihenfolge in der agonistischen Potenz war 5-HT> 6-
Propylcabergolin > Cabergolin > 6-Ethylcabergolin > 6- Cyclopropylmethylcabergolin.
Verglichen zu dem Vollagonisten Serotonin verhielten sich die Substanzen als
Partialagonisten (Abb. 10 und 11).

Fur alle getesteten Substanzen wurden die Experimente auch in der Anwesenheit des
selektiven 5-HT,a»c-Rezeptorantagonisten Ketanserin (0.01 uM) durchgefuihrt. Die
Konzentrations-Wirkungskurven zeigen, dass Ketanserin den kontraktilen Effekt der
Substanzen hemmt. In Tabelle 2 sind die nach der Methode von Furchgott berechneten
scheinbaren pA,-Werte fir Ketanserin zusammengefasst (Furchgott, 1972) (Kap.

2.2.6.1). Die pA;-Werte fiur Ketanserin gegen 5-HT und gegen die getesteten
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Substanzen lagen in derselben GroéRenordnung, was die Beteiligung von 5-HT;a-
Rezeptoren an den kontraktilen Effekten bestatigt. In Abb. 10 und 11 sind die
Ergebnisse dargestellt.
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Abb. 12 Antagonistische Effekte von Cabergolin (A) und 6-Cyclopropylmethylcabergolin (B) der 5-
HT-induzierten Kontraktion zur Berechnung der pKp-Werte nach der Methode von Marano und
Kaumann (1976). Dargestellt sind Mittelwerte (% einer Vorkontraktion mit KCI) + S.E.M.. Anzahl der
Tiere s. Tabelle 2.

Ein endogener Ligand wirkt tblicherweise als Vollagonist an seinem entsprechenden
Rezeptor und ist in der Lage die volle Wirksamkeit zu entfalten bzw. den maximalen
Effekt auszulésen (Emax=100%). Partialagonisten kénnen den maximalen Effekt nicht
erreichen (Emax<100%). Bei Vorinkubation mit dem Partialagonisten wirkt dieser als
Antagonist. Basierend auf diesen antagonistischen Eigenschaften wurden Experimente
mit dem Vollagonisten Serotonin in der Anwesenheit von Cabergolin und seinen
Derivaten, die sich als Partialagonisten erwiesen hatten, durchgefihrt. Alle

Partialagonisten wurden in einer Konzentration von 3 uM vor der Aufnahme der
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Konzentrations-Wirkungskurven hinzugefigt. Fir jeden Partialagonisten wurde der pKp-
Wert als Mal3 fur die Affinitdt aus den jeweiligen aquieffektiven Konzentrationen mit und
ohne Partialagonisten nach der Methode von Kenakin (siehe Kap. 2.2.6.1) (Kenakin,
1993) berechnet (Abb. 12 und 13). Die pECso-Werte der Partialagonisten stimmten mit

den berechneten pKp-Werten gut tUberein (Siehe Tabelle 2).
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Abb. 13 Antagonistische Effekte von 6-Propylcabergolin (A) und 6-Ethylcabergolin (B) der 5-HT-
induzierten Kontraktion zur Berechnung der pKp-Werte nach der Methode von Marano und Kaumann
(1976). Dargestellt sind Mittelwerte (% einer Vorkontraktion mit KCI) + S.E.M.. Anzahl der Tiere s.
Tabelle 2.
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Es konnte gezeigt werden, dass 6-Methylcabergolin im Gegensatz zu den Substanzen
mit volumindseren Substituenten, die sich als Partialagonisten erwiesen, ein Antagonist
an den 5-HT,x-Rezeptoren war. Bei einer Konzentration von 0.1 puM kam es zu einer
Rechtsverschiebung der 5-HT-Konzentrations-Wirkungskurve ohne Verminderung des
Emax-Wertes (Abb. 14 A). Die Substitution der Seitenkette an N(6) mit einem H-Atom
fuhrte gleichfalls zu antagonistischen Eigenschaften. 3 uM 6-Norcabergolin fuhrten zu
einer Rechtsverschiebung der Kurve mit Depression der Ema, was fir einen

nichtiiberwindbaren Antagonismus spricht (Abb. 14 B).
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Abb. 14 Kontraktile Effekte von 5-HT an der Schweinekoronararterie in Ab- und Anwesenheit von 6-

Methylcabergolin (A) und 6-Norcabergolin (B). Dargestellt sind Mittelwerte (% einer Vorkontraktion
mit KCI) + S.E.M.. Anzahl der Tiere s. Tabelle 2.
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Tabelle 2 Pharmakologisches Profil von Cabergolin und seiner Derivate an 5-HT,,-Rezeptoren der

Schweinkoronararterie. Die Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von 4 - 10 Tieren. Die E,.«-Werte sind

als Prozent der Vorkontraktion mit KCI (50 mM) angegeben.

b

Agonist PECs Emax %0 pKp® pKp PA,
5-HT 6.70 + 0.04° 54 + 6° 8.88 + 0.03"°
Cabergolin 6.32 £ 0.08 34+5 6.91 £ 0.21 6.27 £ 0.20 8.88 +0.11°
6-Cyclopropyl- ; .
methylcabergolin 6.01 £0.15 182 6.68 £ 0.10 6.43 £ 0.22 8.61+£0.14
6-Propylcabergolin | 6.60 + 0.11 32+6 6.77 £ 0.08 6.58 £ 0.09 8.57 + 0.12°
6-Ethylcabergolin | 6.22 +0.12 30+ 3 6.45 + 0.20 6.21+0.03 | 8.75+0.16°
Antagonist

6-Norcabergolin 0 5.85 + 0.07°
6-Methylcabergolin 7.85+0.12"

®pKp berechnet nach Marano und Kaumann (1976)

prp berechnet nach (Kenakin, 1993)

‘Gepoolte Daten aus allen Experimenten

YDaten aus (Goérnemann et al., 2008a)

®Scheinbarer pA, fur Ketanserin (0.01 uM)

fSignifikanter Unterschied zu der jeweiligen 5-HT Kontrollkurve

9Scheinbarer pA, fur das Cabergolinderivat bei einer Konzentration von 3 uM

"Scheinbarer pA, fir das Cabergolinderivat bei einer Konzentration von 0.1 uM

3.1.2 Effekte von Cabergolin und seinen Derivaten an 5-HT,g-Rezeptoren in der

Pulmonalarterie des Schweins

Die pharmakologischen Effekte von Cabergolin und seinen Derivaten an 5-HTg-
Rezeptoren wurden in funktionellen Experimenten untersucht. Die Untersuchungen
wurden am Modell der Schweinepulmonalarterie durchgefuihrt. Wie zuvor beschrieben,
sind Agonisten an 5-HT,g-Rezeptoren in der Lage, die Schweinepulmonalarterie zu
relaxieren (Glusa und Pertz, 2000). Die Stimulation der 5-HT,5-Rezeptoren im Endothel
der Pulmonalarterie fuhrt zu einer cGMP-abhéngigen Aktivierung der NO-Synthase
(eNOS). Dies bewirkt die Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO), das als potenter
Vasodilatator agiert (Hoyer et al., 2002; Manivet et al., 2000).
Die relaxierenden Effekte wurden durch die Abnahme in der Spannung der
Arteriensegmente nach der Stimulation der 5-HT.g-Rezeptoren im Endothelium der
isometrischen Messtechnik

Pulmonalarterie in Organbadexperimenten mit einer
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registriert. Parallel zu den getesteten Substanzen wurden Kontrollkurven mit dem
Vollagonisten Serotonin aufgenommen.

Cabergolin und seine Derivate mit einer Cyclopropylmethyl-, Propyl- und Ethyl-Kette in
Position N(6) zeigten endothelabhangige relaxierende Effekte an vorkontrahierten
Schweinepulmonalarterien. Die Effekte sind als Prozent der maximal auslésbaren
Relaxation, induziert durch Bradykinin (10 nM), in Abb. 15 und 16 dargestellt. Alle
Substanzen verhielten sich als volle Agonisten an diesem Gewebe. Die E.x-Werte der
Ergoline waren in derselben GroéRenordnung wie der Enax von Serotonin, allerdings
waren die Kurven im Vergleich zu Serotonin leicht rechts verschoben. Die gemessenen
relaxierenden Effekte an der Schweinepulmonalarterie waren sowohl bei dem

Vollagonisten 5-HT als auch bei den getesteten Substanzen konzentrationsabhangig.
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Abb. 15 Endothelabhéngige relaxierende Effekte von 5-HT und Cabergolin (A) sowie der Derivate 6-
Cyclopropylmethylcabergolin (B) in der Schweinepulmonalarterie. Dargestellt sind Mittelwerte als %
bezogen auf die maximale Relaxation durch 10 nM Bradykinin £+ S.E.M.. Anzahl der Tiere s.
Tabelle 3.
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Abb. 16 Endothelabhangige relaxierende Effekte 6-Propylcabergolin (A) und 6-Ethylcabergolin (B) in

der Schweinepulmonalarterie. Dargestellt sind Mittelwerte als % bezogen auf die maximale

Relaxation
(% 10 nM Bradykinin)

Relaxation durch 10 nM Bradykinin £ S.E.M.. Anzahl der Tiere s.Tabelle 3.

Fur alle Cabergolin-Derivate, die sich als Agonisten der 5-HT,g-Rezeptoren erwiesen,
wurden Konzentrations-Wirkungskurven nach Zusatz des selektiven 5-HT,g-Rezeptor-
Antagonisten SB204741 gemessen. In Anwesenheit von SB204741 wurden die Kurven
parallel nach rechts verschoben. Die Hemmung des relaxierenden Effektes durch
SB204741 bestétigte die Beteiligung der 5-HT,g-Rezeptoren an diesem biologischen
Effekt (Abb. 15 und 16). Die scheinbaren pA,-Werte fir SB204741 gegen Cabergolin
und seine Derivate waren in der gleichen Ordnung wie der pA,-Wert gegen 5-HT und
bestatigen somit die Beteiligung der 5-HT,g-Rezeptoren an der Relaxation der
Pulmonalarterien (Tabelle 3). Die Ermittlung der scheinbaren pA,-Werte erfolgte nach
der Methode von Furchgott wie in Kap. 2.2.6.1 beschrieben (Furchgott, 1972).

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Substanzen wies die Substanz mit der
kleineren Seitenkette an N(6) 6-Methylcabergolin (1.5 nM) keinen relaxierenden Effekt
auf und hemmte die 5-HT-induzierte Relaxation (scheinbarer pA,-Wert 10.06 + 0.12;
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Abb. 17 A). In einer héheren Konzentration (1 pM) zeigte 6-Methylcabergolin einen
schwachen relaxierenden Effekt von 7 = 3% (nicht gezeigt), der sich allerdings in
Anwesenheit von SB204741 nicht verandern lie3 (7 + 4%, nicht gezeigt). Letzteres
deutet auf einen unspezifischen Effekt hin, der aber im Rahmen dieser Arbeit nicht
weiter untersucht wurde.

Die von 6-Norcabergolin induzierte Relaxation von 22 + 6% (Abb. 17 B) bei einer
Konzentration von 0.2 uM charakterisierte es als Partialagonist. Als solcher konnte 6-
Norcabergolin in Antagonistenexperimenten untersucht werden. Es konnte gezeigt
werden, dass die relaxierende Wirkung von Serotonin in Anwesenheit von 0.2 uM 6-
Norcabergolin gehemmt wird. Die 5-HT-induzierte Konzentrations-Wirkungskurve wurde
nach rechts verschoben (pKp=7.28 £0.12, n=4) (Abb. 17 B). Der pKp-Wert fur 6-
Norcabergolin wurde nach der Methode von Marano und Kaumann berechnet (Marano
und Kaumann, 1976, Kap. 2.2.6.1).
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Abb. 17 Relaxierende Effekte von 5-HT an der Schweinepulmonalarterie in Ab- und Anwesenheit

von 6-Methylcabergolin (A) und 6-Norcabergolin (B). Dargestellt sind Mittelwerte als % bezogen auf

die maximale Relaxation durch 10 nM Bradykinin + S.E.M.. Anzahl der Tiere s. Tabelle 3.
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Tabelle 3 Pharmakologisches Profil von Cabergolin und seinen Derivaten an 5-HT,g-Rezeptoren von
Schweinpulmonalarterien. Die Daten sind Mittelwerte £ S.E.M. von n Tieren in Klammern. Die Eax-
Werte sind prozentual auf die maximale Relaxation durch den Agonisten und Bradykinin (0.01 uM)

am Ende des Experiments bezogen.

Agonist PECso S (%) pKp PA;
5-HT 8.52 + 0.05 (26)° 73+ 2° 6.59 + 0.07"
Cabergolin 8.15 + 0.07 (5) 58 + 6° 6.45 + 0.06 (4)°
6-Cyclopropyl- 8.10 £ 0.14 (6) 75 + 6 6.63+0.25 (4)°
methylcabergolin

6-Propylcabergolin | 7.87 + 0.03 (5) 86 + 3 6.43 + 0.09 (4)°
6-Ethylcabergolin 8.08 + 0.09 (4) 68 + 1° 6.34 + 0.20 (4)°
6-Norcabergolin 22+6 7.28 £ 0.12 (4)°

Antagonist

6-Methylcabergolin 10.06 + 0.12 (4)"

4Gepoolte Daten aus allen Experimenten

®Scheinbarer pA, fir SB204741 (3 uM)

°Nicht signifikant verschieden von der jeweiligen 5-HT Kontrollkurve (64 + 5)

“Nicht signifikant verschieden von der jeweiligen 5-HT Kontrollkurve (74 £ 5)

°Nicht signifikant verschieden von der jeweiligen 5-HT Kontrollkurve (72 + 2)

fSignifikant verschieden von der jeweiligen 5-HT Kontrollkurve (76 £ 8)

%pKp berechnet aus dem Antagonismus des 5-HT-Effekts durch den partiellen Agonisten bei einer
Konzentration von 0.2 uM nach der Methode von Marano & Kaumann (1976)

"Scheinbarer pA, getestet bei einer Konzentration von 1.5 nM

3.1.3 Effekte von Cabergolin und 6-Methylcabergolin an rekombinanten

humanen D ong - und Daspori-Rezeptoren

Cabergolin findet klinische Anwendung in der Therapie von Morbus Parkinson und
einigen endokrinologischen Stdrungen wie z.B. bei der Hyperprolaktindmie (Colao et
al., 2002; Jenner, 2002; Rinne et al., 1998). Der therapeutische Effekt dieser Substanz
ist auf die Aktivierung von Dopamin D,-Rezeptoren zuriickzufiihren (Gillam et al., 2006;
Guttman und Jaskolka, 2001) (s. Kap. 1.1). Die Untersuchungen in der vorliegenden
Arbeit zeigen, dass 6-Methylcabergolin eine antagonistische Wirkung an 5-HT,a- und 5-
HT.g-Rezeptoren ausiibt. Diesbezlglich unterscheidet sich 6-Methylcabergolin von der
Muttersubstanz Cabergolin und kodnnte daher mdoglicherweise keine fibrotischen
Veranderungen der Herzklappen als Nebenwirkung verursachen. Es ist allerdings
unbekannt, ob diese Strukturanderung im Molekul das pharmakologische Profil an den

D,-Rezeptoren bzw. die gewiinschten Eigenschaften beeinflusst.
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Daher wurden die Effekte von 6-Methylcabergolin und Cabergolin an den D, - und Dos-
Rezeptorsubtypen mittels der [*>S]GTPyS-Bindungs-Studie untersucht. Mit dieser
Studie wird die Aktivierung der G-Protein-gekoppelten D,-Rezeptoren, stabil exprimiert
in Membranen von CHO-Zellen, nach der Bindung von Agonisten quantifiziert. Nach der
GPCR-Aktivierung infolge der Bindung eines Agonisten an den Rezeptor kommt es zum
Austausch von GDP durch GTP an der Ga-Untereinheit des G-Protein-Heterotrimers,
zur nachfolgenden Dissoziation der freien Ga-GTP Untereinheit und zur Hemmung der
Adenylylcyclase (Abb. 5). Das G-Protein-Heterotrimer wird durch die GTPase-Aktivitat
der Ga-Untereinheit wiederhergestellt (Harrison und Traynor, 2003). Bei der
[**S]GTPyS-Bindungs-Studie wird das endogene GTP durch das nicht hydrolisierbare
GTP-Analog [*°S]-GTPyS verdrangt (Strange, 2010). Da der [*>S]GTPyS-Ga-Komplex
durch die GTPase-Aktivitdt nicht enzymatisch abgebaut wird, kann die GPCR-
Aktivierung durch Vermessen der strahleninduzierten Fluoreszenz des akkumulierten
[**S]-Markers mit einem Scintilationszahler quantifiziert werden (Harrison und Traynor,
2003; Milligan, 2003). Die gemessenen Ergebnisse wurden auf den Effekt des
selektiven D,-Rezeptor Agonisten Quinpirol bezogen.

Cabergolin und 6-Methylcabergolin verhielten sich als Partialagonisten mit hoher
intrinsischer Aktivitat an den rekombinanten hDy ong- Und hD2sho-Rezeptoren, exprimiert
in CHO-Zellen (Abb. 18). Beide Substanzen zeigten héhere agonistische Aktivitat als
der selektive D,-Rezeptor-Agonist Quinpirol. Die Substitution der Allyl-Seitenkette durch
die Methylgruppe im Cabergolin-Molekuil zeigte keinen Einfluss auf die agonistische
Wirkung am D,-Rezeptoren (Tabelle 4). Verglichen zu Cabergolin erreichte sein 6-
Methyl-Derivat eine geringere maximale Wirkstarke, dennoch erwies sich 6-

Methylcabergolin als hocheffizienter partieller Agonist.
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Tabelle 4 Funktionelle Eigenschaften von Cabergolin und 6-Methylcabergolin an hD, ong- und
hD,shot-Rezeptoren bestimmt mittels [3SS]GTPVS-Bindungs-Studie. Dargestellt sind Mittelwerte +

S.E.M., n = 6-8, Eax IN % bezogen auf den maximalen Effekt des vollen Agonisten Quinpirol.

i D2L0ng DZShort
Verbindung
PECso Emax (%) PECso Emax (%)
Cabergolin 8.51 +0.11 88+6 8.82 + 0.06 94+3
6-Methylcabergolin 8.33 +0.07 75+ 4 8.68 + 0.08 71x4
D2L
120__ V¥ Cabergolin

100-{ A 6-Methylcabergolin
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Abb. 18 Effekte von Cabergolin und 6-Methylcabergolin an Dopamin Dy ong- Und Dasho-Rezeptoren,

stabil exprimiert in CHO-Zellen. Die [358]GTPVS-Bindung ist dargestellt als % (Mittelwert £+ S.E.M.,

n = 6) bezogen auf den Effekt des vollen Agonisten Quinpirol.
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3.2 Charakterisierung der kontraktilen Effekte von Cabergolin an der

Aortenklappe vom Schwein

Es ist bekannt, dass Serotonin und eine Reihe anderer vasoaktiver Substanzen in der
Lage sind, Kontraktionen am Herzklappengewebe auszulésen (Chester et al., 2000).
Die Beteiligung der 5-HT.s- und 5-HT.s-Rezeptoren am kontraktilen Effekt von
Serotonin sollte untersucht werden. Weiterhin sollte auch die Beteiligung der 5-HTg-
Rezeptoren untersucht werden, da dieser Rezeptortyp kontraktile Eigenschaften in
BlutgefalRen aufweist und in humanem Herzklappengewebe detektiert worden ist (Roy
et al., 2000b; Watts et al., 2012). Daruber hinaus sollte Gberprift werden, ob Cabergolin
das Herzklappengewebe auch mechanisch beeinflusst. Fir diese Untersuchungen
wurden funktionelle Experimente mithilfe der Organbadtechnik durchgefihrt.

In Streifen von isolierten Aortenklappen induzierte 5-HT eine konzentrationsabhangige
Kontraktion in Langsrichtung des Gewebes. Der pECso- Wert betrug 7.24 + 0.07,
(n =9). Die Beteiligung verschiedener 5-HT-Rezeptorsubtypen wurde durch selektive
Rezeptorblockaden untersucht. Die Konzentrations-Wirkungskurve von 5-HT wurde in
Anwesenheit von 10 nM Ketanserin parallel nach rechts verschoben. Der berechnete
scheinbare pA,-Wert fur Ketanserin betrug 8.66 + 0.11, n=4 (Abb. 19 A). Im
Gegensatz dazu blieben die Kurven in Anwesenheit des selektiven 5-HT,g-Rezeptor-
Antagonisten SB204741 (3 uM) und des 5-HTigp-Rezeptor-Antagonisten GR127935
(10nM) nahezu unverandert (Abb. 19 B und C). Nach der Vorbehandlung mit der
zehnfachen Menge GR127935 (100nM) kam es hingegen zu einer
Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve. Der scheinbare pA,-Wert fur 5-
HT gegen GR127935 (100 nM) war 7.56 + 0.13 (n = 4) (Abb. 19 C).

Cabergolin war ebenfalls in der Lage, kontraktile Effekte im Gewebe der Aortenklappe
in Langsrichtung auszulésen. Im getesteten Konzentrationsbereich (10 nM — 10 uM)
waren die Effekte auch konzentrationsabhangig. Im Vergleich zu 5-HT zeigte
Cabergolin eine geringere agonistische Potenz (Emax(Cab) = 124 + 9, Enax(5-HT) = 144
+1).

Bezlglich der Beteiligung von 5-HT,s-Rezeptoren in der kontraktilen Antwort zeigte
Cabergolin eine @hnliche Wirkweise wie 5-HT. In Anwesenheit von 10 nM Ketanserin
kam es zu einer Rechtsverschiebung der Cabergolin-induzierten Konzentrations-

Wirkungskurve ohne Verringerung des maximalen Effekts (pA,=8.78 + 0.13, Abb. 20).
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Abb. 19 Kontraktile Effekte von 5-HT in Aortenklappenstreifen des Schweins in Ab- und Anwesenheit
von Ketanserin (A), SB204741 (B) und GR127935 (C). Dargestellt sind Mittelwerte als % der
Vorkontraktion mit 3 uM 5-HT + S.E.M.. Anzahl der Tiere 4 bis 9.
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Abb. 20 Kontraktile Effekte von Cabergolin in Aortenklappenstreifen des Schweins in Ab- und
Anwesenheit von Ketanserin. Dargestellt sind Mittelwerte als % der Vorkontraktion mit 3 uM 5-HT +
S.E.M.. Anzahl der Tiere 4.

3.3 Charakterisierung der Herzklappeninterstitialzellen vom Schwein

Nach der Isolierung der Primérkultur der Herzklappeninterstitialzellen (VICs) wurden
Zellen der ersten Passage unter dem Lichtmikroskop aufgenommen und mit der in der
Literatur beschriebenen Morphologie verglichen (Abb. 21 A). Es ist bekannt, dass VICs
den Myofibroblasten- und Glattmuskelzell-Marker a-glattmuskuléarer Aktin (a-smooth
muscle actin; a-SMA) exprimieren (Blevins et al., 2008; Taylor et al., 2000; Taylor et al.,
2002). Unter Kulturbedingungen kommt es zu einer erhdhten Expression mit 50 bis
nahezu 100 % a-SMA positiven Zellen, die Uber die weiteren Passagen erhalten bleibt
(Taylor et al., 2000; Yperman et al, 2004). Aus diesem Grund wurde das
Zytoskelettprotein a-SMA als Marker fur die isolierte VICs-Primarkultur verwendet.
(Abb. 21 B).

Endothelzellen VECs bekleiden die Oberflache der Herzklappen und kdnnen wahrend
der Isolierung der Interstitialzellen aus dem Herzklappengewebe in die Primarkultur
gelangen. Ob Endothelzellen in der Primarkultur anwesend sind, sollte durch die
Expression des Endothelzellenmarkers von Willebrand Faktor (VWF) untersucht werden
(Gould und Butcher, 2010). Humane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (human
umbilical vein endothelial cells; HUVEC) wurden als Positivkontrolle fur den vWF-
Antikérper verwendet. Humane Hautfibroblasten (hFb) dienten als Negativkontrolle. Die
HUVEC und die hFb wurden vom Arbeitskreis Prof. Dr. Monika Schéafer-Korting zur
Verfugung gestellt. (Abb. 21 C).
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Die Zellen wurden auf Objekttragern tber eine Dauer von 48 h gezlchtet, fixiert und
permeabilisiert. AnschlieRend wurden mithilfe der indirekten Immunofluoreszenz die

Marker sichtbar gemacht.

VICs HUVEC hFB

Abb. 21 (A) Konfokale Mikroskopie der VICs, 100fache VergréRerung links, 10fache VergréRerung
rechts; indirekte Immunofluoreszenz-Mikroskopie fir a-SMA in VICs (B) und VWF in VICs, HUVEC
und hFb (C).

Die aus der Aorten- und Mitralklappen des Schweins isolierten VICs zeigten eine
typische verlangerte nadel- bis sternformige Morphologie (Liu et al.,, 2007). Die
Immunofluoreszenzuntersuchung zeigte eine stark ausgepragte a-SMA-Expression und
eine negative Farbung fur den Endothelmarker VWF bzw. eine Abwesenheit von

Endothelzellen in der VICs-Priméarkultur.
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3.4 Einfluss von 5-HT, Cabergolin und 6-Methylcabergolin auf die
Phosphorylierung von Extracellular-Signal Regulated Kinasen

ERK 1/2 in Interstitialzellen der Herzklappen

Die Extracellular-Signal Regulated Kinasen ERK 1 und 2 vermitteln Signale fur
Zellproliferation und Zelldifferenzierung (Yoon und Seger, 2006). Auf3erdem sind ERK
1/2 mit der Fibroseinduktion assoziiert (Xu et al., 2002). Es ist bekannt, dass die ERK-
Kinasen Uber diverse Serotonin Rezeptoren aktiviert werden kénnen (Knauer et al.,
2009; Maddahi und Edvinsson, 2008). Daher sollte in dieser Arbeit Uberprift werden, ob
Cabergolin auf die ERK-Signalwege aktivierend wirkt.

Die Expression der phosphorylierten und aktiven Form von ERK 1/2 in Interstitialzellen
der Herzklappen wurde nach Stimulation mit Cabergolin mittels Western Blot
untersucht. Der verwendete spezifische Antikdrper detektierte beide Enzyme, so dass
nach der Grof3entrennung die Proteinfraktion zwei dicht aneinanderliegender Banden
gezeigt werden konnte, 44 kDa fur ERK 1 und 42 kDa fur ERK 2. Bei allen
Experimenten wurden parallel Zellen als Kontrolle mit den entsprechenden
Losungsmittelvolumina eingesetzt.

Die Western Blot-Analyse ergab, dass Serotonin nach einer Behandlungszeit von 5 min
zu einer Steigerung der ERK 1/2 Phosphorylierung in Interstitialzellen aus Herzklappen
fuhrte (Abb. 22 A). Dieser Effekt war konzentrationsabhéangig ab 1 nM. Cabergolin
zeigte ebenfalls eine gesteigerte ERK 1/2 Phosphorylierung. Der Effekt zeigte sich um
eine Konzentrations-Log-Stufe schwécher (ab 10 nM) als bei Serotonin (Abb. 22 B).

A B

- -X -
S-HT (107°M) Cab (10XM) - 8 7 6

9 8 7 6
pERK12 . - .“ i e -—
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Abb. 22 Western Blots von Herzklappeninterstitialzellen des Schweins, die den Einfluss von
Serotonin (A) und Cabergolin (B) auf die ERK 1/2 Phosphorylierung zeigen. Die Blots sind

reprasentativ fir 4 unabhéngige Experimente mit vergleichbaren Resultaten.
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3. Ergebnisse

Der stimulierende Effekt von 5-HT wurde durch GR127935 (1 uM, selektiver 5-HTgp-
Rezeptor Antagonist) gehemmt. Im Gegensatz dazu zeigte die Blockade mit dem 5-
HT,s-Rezeptor-Antagonisten SB204741 (1 puM) keinen hemmenden Effekt. Die
Vorbehandlung mit MDL100907 (1 uM, selektiver 5-HT,5-Rezeptor Antagonist) zeigte
einen weniger intensiven hemmenden Effekt (Abb. 23 A). Die Behandlung der VICs mit
Cabergolin (1 uM) nach der selektiven Rezeptorblockade ergab &hnliche Ergebnisse
wie die Behandlung mit dem endogenen Liganden Serotonin. Der 5-HTgp-Rezeptor-
Antagonist GR127935 hemmte die ERK 1/2 Phosphorylierung, wohingegen die
Blockade der 5-HT,g-Rezeptoren (Vorbehandlung mit SB204741, 1 uM) keinen Einfluss
darauf zeigte. Die Blockade der 5-HT,s-Rezeptoren (Vorbehandlung mit 1 pM
MDL100907) verminderte das Ausmald der Cabergolin-induzierten Aktivierung der ERK
1/2-Kinasen. Die Verminderung der Intensitat der Cabergolin-induzierten Aktivierung
der ERK 1/2-Kinasen durch Blockade der 5-HT,s-Rezeptoren war starker ausgepréagt
als bei dem jeweiligen Versuch mit 5-HT (Abb. 23 B).Weiterhin sollte untersucht
werden, ob die selektiven Rezeptor-Antagonisten per se die ERK-Aktivierung
beeinflussen. Es konnte kein Effekt auf die ERK 1/2 Phosphorylierung festgestellt
werden. Die Proteinexpression nach Vorbehandlung mit allen Rezeptorantagonisten
blieb im Vergleich zu Kontrollzellen, die mit Lésungsmittelvolumina behandelt wurden,
unverandert (Abb. 23 C).
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A Inhibitor (1 pM) - GR s8 MDL -
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Abb. 23 Western Blots von Herzklappeninterstitialzellen des Schweins, die den Einfluss von 5-HT
(A) und Cabergolin (B) auf die ERK 1/2 Phosphorylierung in Abwesenheit und Anwesenheit des 5-
HTg/1p-Rezeptorantagonisten GR127935, des 5-HT,z-Rezeptorantagonisten SB204741 und des 5-
HT,5-Rezeptorantagonisten MDL100907 zeigen. Die Antagonisten selbst hatten keinen Einfluss auf
pPERK 1/2 (C). Die Blots sind reprasentativ fir 4 unabhangige Experimente mit vergleichbaren

Resultaten.

Wie bereits in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, wirkt 6-Methylcabergolin im
Gegensatz zu Cabergolin als Antagonist an den 5-HT,a und 5-HT,g-Rezeptoren, daher
war es von Interesse, ob 6-Methylcabergolin hinsichtlich der Aktivierung der ERK-
Signalkaskaden auch unterschiedliche Eigenschaften aufweist (Vgl. Kap. 3.1.1 und 0).
Die Proteinexpression der phosphorylierten Form der ERK 1/2 in VICs wurde nach 5-
minutiger Behandlung mit 6-Methylcabergolin untersucht und mit der Proteinexpression
von Cabergolin, Serotonin und Kontrollzellen verglichen. Das AusmalR der
Phosphorylierung von ERK1/2 durch 6-Methylcabergolin war geringer als durch
Serotonin und Cabergolin (Abb. 24).
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Substanz (1 pM) - 6-MeCab Cab 5-H

PERKIZ . .
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Abb. 24 Western Blots von Herzklappeninterstitialzellen des Schweins, die den Einfluss von 5-HT,
Cabergolin und 6-Methylcabergolin auf die ERK1/2 Phosphorylierung zeigen. Die Blots sind représentativ

fir 4 unabhangige Experimente mit vergleichbaren Resultaten.

3.5 Einfluss von 5-HT, Cabergolin und 6-Methylcabergolin auf die

Biosynthese der extrazellularen Matrix (ECM)
3.5.1 Einfluss auf die Neusynthese von Kollagen (Einbau von [*H]-Prolin)

Ein charakteristisches Merkmal des fibrotischen Prozesses ist die Anhaufung von
UbermaRiger extrazellularer Matrix (ECM) in dem betroffenen Gewebe (s. Kap. 1.3.2).
Aus diesem Grund sollte als nachstes der Einfluss von Cabergolin und 6-
Methylcabergolin auf die Biosynthese der ECM untersucht werden. Dazu wurden
Interstitialzellen unter Zusatz von radioaktiv markiertem L-Prolin ([*H]-Prolin) mit den
Testsubstanzen fir 48 h stimuliert. Die Aminosauren Prolin und Hydroxyprolin sind in
der primaren Kollagenhelix haufig vertreten. Daher diente der Einbau von [°H]-Prolin in
die Interstitialzellen der Herzklappen (VICs) als ein geeigneter Indikator fir die

Neusynthese von Kollagen, einer der Hauptbestandteile der ECM.
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0.5 Kontrolle 5-HT Cab. 6-Methylcab.
— 1nM 10nM 0.1pM 1pM 10 pM (1 pM) (1 pM) (1 pM)
[Cabergolin]

Abb. 25 Zunahme der Kollagenbiosynthese anhand der Erhéhung des [°H]-Prolineinbaus durch 5-
HT, Cabergolin und 6-Methylcabergolin in Herzklappeninterstitialzellen des Schweins. Dargestellt

sind Mittelwerte £ S.E.M. von 3 bis 6 unabhangigen Experimenten. *P < 0.05.
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3. Ergebnisse

Cabergolin fiihrte zu einem erhohten Einbau von [°*H]-Prolin nach 48 h und deutete
somit auf eine Erhohung der Kollagenbiosynthese hin. Der Effekt war
konzentrationsabhangig und statistisch signifikant ab 1 nM (Abb. 25 A).

Basierend auf den bisherigen Untersuchungen dber die Wirkung von 6-
Methylcabergolin auf die 5-HT,, und 5-HT,z-Rezeptoren und auf die ERK-Signalwege
ist zu erkennen, dass diese Substanz unterschiedliche pharmakologische
Eigenschaften als Cabergolin aufweist (Kap. 3.1.1 und 0). Es ist daher zu erwarten,
dass die Wirkung von 6-Methylcabergolin auf die ECM-Biosynthese schwécher ausfallt
als die von Serotonin und Cabergolin. In VICs fihrte 5-HT zu einer 1,6-fach héheren
Einbaurate von [*H]-Prolin (1.59 + 0.05, n = 3) als die Kontrollgruppe. Der Effekt von 6-
Methylcabergolin (1.23-fache = 0.02) auf die Kollagensynthese war weniger ausgepragt
im Vergleich zu Cabergolin und 5-HT (Abb. 25. B).
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0.5 Rezeptorblockade
Cabergolin (1 pM) - + -+ -+ -+ -
SB204741 (1 uM) - -+ o+ - - - - B5-HT,
MDL100907 (1 uM) - - - - 4+ 4+ - - 5HT,
GR127935 (1 pM) - - - - - -+ +  5HTp

Abb. 26 Einbau von [SH]—ProIin durch Cabergolin in Anwesenheit und Abwesenheit des 5-HTa-
Rezeptorantagonisten MDL100907, des 5-HT,g-Rezeptorantagonisten SB204741 und des 5-HTg/1p-
Rezeptorantagonisten GR127935 in Herzklappeninterstitialzellen des Schweins. Dargestellt sind

Mittelwerte + S.E.M. von 3 bis 6 unabhangigen Experimenten. *P < 0.05.

Um zu beurteilen, welche Rezeptorsubtypen an der Cabergolin-induzierten Erhéhung
der Kollagensynthese beteiligt sind, wurden Stimulationsversuche mit Cabergolin
(2 uM) in  Anwesenheit von selektiven Rezeptorantagonisten durchgefuhrt. Die
Blockade der 5-HT,a-Rezeptoren (Vorbehandlung mit dem selektiven 5-HToa-
Rezeptorantagonisten MDL100907, 1 uM) fuhrte zu einer Abnahme der Einbaurate von
[*H]-Prolin. Hingegen zeigten 5-HT s und 5-HT1gp-Rezeptoren (Vorbehandlung mit den
selektiven Antagonisten SB204741 bzw. GR127935, jeweils 1 uM) keinen Einfluss auf
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3. Ergebnisse

die Kollagenbiosynthese (Abb. 26). Um eine Auswirkung der verwendeten
Rezeptorantagonisten auf die ECM-Synthese auszuschlieen, wurden in parallelen
Versuchen Interstitialzellen nur mit den entsprechenden Mengen der
Rezeptorantagonisten ohne Cabergolin-Stimulation mit behandelt. Keiner der
verwendeten Antagonisten zeigte einen Effekt auf den [°H]-Prolin-Einbau (Abb. 26).

Um die Beteiligung der Serotoninrezeptorsubtypen an der Cabergolin-induzierten
Erhdhung der Kollagensynthese zu untersuchen, wurde noch ein weiterer Ansatz
verwendet und zwar wurden Herzklappeninterstitialzellen mit  selektiven
Serotoninrezeptoragonisten stimuliert. Der selektive 5-HT,s-Rezeptoragonist TCB-2
(1 pM) war in der Lage, den [*H]-Prolin-Einbau zu erhéhen (1.42-fach, n=4). Die
Stimulation der Zellen mit 5-Carboxamidotryptamin (5-CT) (1 uM), ein nicht selektiver 5-
HT1a1810-Rezeptoragonist, filhrte auch zur Erhéhung des [*H]-Prolin-Einbaus um das
1.5-fache, n = 3. Die Stimulation der 5-HT,z-Rezeptoren mit dem selektiven Agonisten
BW736C84 (1 pM) hatte keinen Einfluss auf den [°H]-Prolin-Einbau bzw. auf die
Kollagensynthese (n = 4). Die Ergebnisse sind in Abb. 27 prasentiert.

2.0q
>
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I}
£
=
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0.5
Kontolle BW723C86 TCB-2 5-CT
Rezeptoragonismus: — 5-HT,g 5-HT 4 5-HT 151D

Abb. 27 Einfluss auf die Kollagenbiosynthese anhand des [3H]—Prolineinbaus durch die
Serotoninrezeptoragonisten BW723C86 (5-HT.g-Rezeptoragonist), TCB-2 (5-HT,x-Rezeptoragonist)
und 5-CT (5-HT;-Rezeptoragonist) in Herzklappeninterstitialzellen des Schweins. Alle Substanzen
wurden bei 1 uM eingesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte £ S.E.M. von 3 bis 4 unabh&angigen

Experimenten. *P < 0.05.
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3. Ergebnisse

3.5.2 Einfluss auf die Neusynthese von Glykosaminoglykan (GAG) (Einbau von

[*H]-Glucosamin)

Eine weitere Methode die Erhéhung der ECM-Biosynthese in Interstitialzellen der
Herzklappen zu untersuchen, stellt die Messung des Einbaus von radioaktiv markiertem
Glucosamin  ([*H]-Glucosamin) dar. Glucosamin ist ein Grundbaustein von
Glykosaminoglykanen (GAG), die neben Kollagenfasern auch einen weiteren wichtigen

Bestandteil der ECM darstellen.
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Abb. 28 Zunahme des [3H]-Glucosamineinbaus (A) durch Cabergolin im Vergleich zu 5-HT und 6-
Methylcabergolin (B) und in An- und Abwesenheit des 5-HT,,-Rezeptorantagonisten MDL100907,
des 5-HT.g-Rezeptorantagonisten SB204741 und des 5-HT,gp-Rezeptorantagonisten GR127935 (C)
in Herzklappeninterstitialzellen des Schweins. Dargestellt sind Mittelwerte + S.E.M. von 3 bis 6

unabhéngigen Experimenten. *P < 0.05
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3. Ergebnisse

Cabergolin fiihrte zu einem erhohten Einbau von [*H]-Glucosamin nach einer
Behandlungszeit von 48 h. Ubereinstimmend mit der Untersuchung der
Kollagenbiosynthese war der stimulierende Effekt auf die VICs konzentrationsabhangig.
(Abb. 28. A).

Aufbauend auf den bisherigen Ergebnissen hinsichtlich der Stimulation der
Kollagensynthese und des damit verbundenen Fibrosepotentials, wurde die Auswirkung
von 6-Methylcabergolin auf die GAG-Biosynthese ebenfalls untersucht. 6-
Methylcabergolin wirkte stimulierend auf die GAG-Biosynthese, dennoch war dieser
Effekt weniger ausgepragt als im Vergleich zu den Effekten von Cabergolin und
Serotonin (Abb. 28 B).

Wie aus den Ergebnissen in Kap 3.5.1 ersichtlich ist, wurde der stimulierende Effekt
von Cabergolin auf die Kollagenbiosynthese Uber 5-HT,s-Rezeptoren vermittelt. Zur
Bestatigung dieser Ergebnisse wurde die Biosynthese von GAG nach einer selektiven
Rezeptorblockade und Stimulation mit Cabergolin untersucht. Nach der Behandlung mit
Cabergolin (1 pM) Uber 48 h wurde der GAG-Einbau in Zellen nach 5-HTa-
Rezeptorblockade deutlich vermindert (Abb. 28 C). Im Gegensatz dazu wurde in Zellen
nach Blockade von 5-HT,s und 5-HT;gp-Rezeptoren keine Verminderung festgestellt.
Aus Abb. 28 C ist ersichtlich, dass die verwendeten Rezeptorantagonisten an sich keine
Auswirkungen auf die GAG-Synthese hatten.

3.6 Beteiligung von Signalkaskaden an den kontraktilen Effekten der

Schweineaortenklappe

Um die molekularen Mechanismen der kontraktilen Effekte von Cabergolin auf das
Herzklappengewebe aufzuklaren, wurden Inhibitoren der Src- und MEK1/2-Kinasen
eingesetzt. Der Effekt der Hemmstoffe wurde wie in Kap. 2.2.1.4 mittels
Organbadstudien in Streifen von isolierten Aortenklappen in der Langsrichtung

untersucht.

1504 * Abb. 29 Kontraktile Effekte von
Cabergolin (3 uM) in
Aortenklappenstreifen des Schweins
1007 in Ab- und Anwesenheit von PP-2
(10 uM) und PD98059 (10 puMm).
50 Dargestellt sind Mittelwerte als %
der Vorkontraktion mit 3 pM 5-HT +

S.E.M. (n = 4, *P < 0.05).

Kontraktion (% 5-HT 3 uM)

Cab + PP-2 + PD98059
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Der Zusatz von 3 uM Cabergolin fihrte zu einer ausgepragten Kontraktion des
Aortenklappengewebes. Dieser Effekt blieb nahezu unverandert in Anwesenheit von
10 uM PD98059 (selektiver MEK1-Inhibitor). In Anwesenheit von 10 pM PP-2
(selektiver Src-Kinase-Inhibitor) war der Effekt um die Hélfte abgeschwéacht (von 110 +
7 % auf 52 + 10 %, n = 4, P < 0.05) (Abb. 29).

Um die Rolle der MAPK/MEK/ERK-Signalweges genauer zu untersuchen, wurde die
Cabergolin-induzierte Konzentrations-Wirkungskurve sowohl in An- als auch in
Abwesenheit des selektiven MEK1/2 Inhibitors U0126 aufgenommen. U0126 (10 uM)
verursachte eine Depression des maximalen Effektes von 124 + 7 % auf 85 £ 2 %,
(n =4, P <0.05) (Abb. 30).
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Abb. 30 Kontraktile Effekte von Cabergolin (10 nM bis 10 uM) in Aortenklappen des Schweins in An-
und Abwesenheit des MEK-Hemmstoffs U0126 (10 uM). Dargestellt sind Mittelwerte als % der
Vorkontraktion mit 3 uM 5-HT + S.E.M. (n = 4, *P < 0.05).
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3.7 Beteiligung von Signalkaskaden an der Biosynthese von Kollagen

Die Beteiligung der ERK 1/2 Signalkaskade und der Src-Kinase an der Cabergolin-
induzierten Kollagen-Synthese in VICs wurde, wie bereits in Kapitel 2.2.5.1
beschrieben, durch den Zusatz von radioaktiv-markiertem [*H]-Prolin untersucht.

In Anwesenheit des selektiven Hemmstoffes der MEK 1/2 PD 98059 (10 uM) kam es zu
einem geringeren Einbau von [*H]-Prolin bzw. zu einer Hemmung der Cabergolin
induzierten Kollagen-Biosynthese. Dieses Ergebnis war jedoch nicht signifikant
(P >0.05). Nach dem Zusatz des selektiven Src-Kinase Hemmstoffs PP-2 (10 uM)
wurde eine signifikante Abnahme der Kollagen-Biosynthese in VICs gemessen (Abb.

31).
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+ PP-2 + PD98059

Abb. 31 Einfluss auf die Kollagenbiosynthese anhand der Erhéhung des [3H]-Prolineinbaus durch die
Hemmstoffe der MEK1/2- (PD98059, 10puM) und der Src-Kinasen (PP-2, 10 puM) in
Herzklappeninterstitialzellen des Schweins nach einer Inkubationszeit von 48 h. Die Cabergolin-
Konzentration betrug 1 uM. Dargestellt sind Mittelwerte £ S.E.M. von 3 unabhangigen Experimenten.

*P < 0.05.
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3.8 Einfluss von Cabergolin und Serotonin auf die Zellproliferation und

Beteiligung der ERK 1/2-Kinasen

Fur die Untersuchung der Zellproliferation wurden Interstitialzellen der Herzklappen mit
Tritium-haltigem Methylthymidin ([*H]-Methylthymidin) markiert. Der Einbau von [*H]-
Methylthymidin in die neusynthetisierten DNA-Strange ist proportional zur
Zellteilungsrate und diente als Messgrol3e.

Cabergolin und 5-HT (1 pM) zeigten einen stimulierenden Effekt auf die Zellteilung nach
24 und 48 h. Der Effekt war nach 48 h Behandlungszeit deutlich ausgepréagter (Abb.
32).
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% 2- ' R 5-HT auf die Zellproliferation (Einbau
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%\ MessgroRe) nach 24 h (offene
% 19 Saulen) und 48h (schattierte
.i;. Saulen). Dargestellt sind Mittelwerte
s + S.E.M. (n = 4-7, *P < 0.05)
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Um die Beteiligung der Extracellular-signal Regulated Kinasen ERK 1/2 an dem
Proliferationsprozess zu untersuchen, wurde der Einbau von [°H]-Methylthymidin in
VICs nach Behandlung mit Serotonin in Anwesenheit von 1 uM U0126 (selektiver ERK
1/2 Inhibitor) gemessen. Der stimulierende Effekt von 5-HT (1 uM) wurde stark
gehemmt (P < 0.05). Der Hemmstoff an sich zeigte keinen hemmenden Effekt (Abb.

33). *
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3.9 Effekte von Tergurid auf die ECM-Biosynthese und ERK 1/2-
Aktivierung

Der Dopaminagonist Tergurid ist ein weiteres Ergolin-Derivat, welches dem Cabergolin
strukturell verwandt ist. Im Gegensatz zu Cabergolin sind fur Tergurid keine fibrotischen
Veranderungen als Nebenwirkung bekannt. Als néchstes sollten die Effekte von
Tergurid auf die ECM-Biosynthese und ERK 1/2-Aktivierung untersucht werden.

Im Gegensatz zu Serotonin und Cabergolin zeigte Tergurid (1 uM) keinen
stimulierenden Effekt auf die Kollagenbiosynthese in Interstitialzellen der Herzklappen.
Als MessgroRe diente erneut der Einbau von [*H]-Prolin. Dariiber hinaus war Tergurid in

der Lage, den stimulierenden Effekt von Serotonin zu hemmen (P < 0.05), (Abb. 34).

2.0+ . * ] Abb. 34 Effekte von Tergurid (1 uM)
' * 1 * ' allein und in Anwesenheit von 5-HT
§ 1.5 —— (1uM) auf die Neubildung von
i-lﬁ — - Kollagen (als MessgréRRe diente der
% 1.0 Einbau von [*H]-Prolin) in PVIC.
o Dargestellt sind Mittelwerte = S.E.M.
E 0.5+ aus 4 unabhangigen Experimenten,
*P <0.05.
0.0
Kontrolle 5-HT Terg 5-HT + Terg

In Western Blot Experimenten zeigte Tergurid (1 und 10 pM) keine Erhéhung der
ERK1/2 Phosphorylierung in VICs. In Anwesenheit von Tergurid wurde der
stimulierende Effekt von 5-HT auf die Expression der phosphorylierten ERK 1/2-Form
deutlich vermindert. Die Intensitat dieser Verminderung fiel bei der Vorbehandlung mit
1 uM Tergurid schwécher aus als mit 10 uM (Abb. 34).

Abb. 35 Western Blot-Analyse, die

Terg - 1uM 10 uM - 1uM 10 uM
den Einfluss von Tergurid (1 uM und

5-HT - - - 1uM  1uM 1uM
10 puM) allein und in Anwesenheit

— - | —— .
pERK1/2 o ; . 8 -— von 5-HT (1 uM) auf die ERK1/2
Phosphorylierung in VICs zeigt. Die

Blots sind représentativ fur 4
ERK1/2 unabhangige  Experimente  mit

vergleichbaren Resultaten.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss der Seitenkette in Position 6 im Cabergolinmolekll auf die

pharmakologischen Eigenschaften

4.1.1 Einfluss der Seitenkette in Positon 6 im Cabergolinmolekil auf die

Eigenschaften an 5-HT,a- und 5-HT25-Rezeptoren

Cabergolin, ein Dopaminagonist vom Ergotalkaloidtyp, wird bei der Therapie von
Morbus Parkinson und bei einigen endokrinologischen Dysfunktionen wie der
Hyperprolaktinamie verwendet (Colao et al., 2002; Di Marco et al., 2002; Fariello, 1998;
Rains et al., 1995). Cabergolin sowie der verwandte Arzneistoff Pergolid wurden in den
letzten Jahren mit schwerwiegenden fibrotischen Nebenwirkungen an den Herzklappen
in Verbindung gebracht. Der Zusammenhang wurde in zahlreichen klinischen Studien
und Anwendungsbeobachtungen belegt, was zur Begrenzung der therapeutischen
Anwendung dieser Substanzen fuhrte (Agarwal et al., 2004; Antonini and Poewe, 2007,
Guptha and Promnitz, 2005; Schade et al., 2007; Tintner R, 2005; Townsend and
Maclver, 2004). Die Entstehung der fibrotischen Veranderungen an den Herzklappen
wurde mit der Aktivierung des 5-HT.g-Rezeptors in diesem Gewebe assoziiert
(Fitzgerald et al., 2000; Roth, 2007; Rothman et al., 2000). Dartber hinaus wurde auch
eine Beteiligung des 5-HT,x-Rezeptors mit dem pathologischen Prozess in Verbindung
gebracht (Jian et al., 2002; Xu et al., 2002). Hinsichtlich der chemischen Struktur
unterscheiden sich Cabergolin und Pergolid von anderen Ergolinderivaten an den
Substituenten in Position 6 des Grundgeristes (Abb. 1). Anstelle des Ublichen
Methylrests besitzt Cabergolin einen Allyl- und Pergolid einen Propylrest als Substituent
an dieser Position. Die Grundhypothese der beschriebenen Arbeiten war, dass die
volumingseren Seitenketten beider Substanzen Uber die pharmakologischen
Eigenschaften an den 5-HT,a- und 5-HT,5-Rezeptoren bestimmen und somit auch tber
das Auftreten der Herzklappenfibrose. Demnach war es von Interesse zu untersuchen,
ob sich die pharmakologischen Wirkungen an den 5-HT,a- und 5-HT.5- Rezeptoren
nach Modifikationen der N(6)-Position im Cabergolinmolekil verandern.

Die Untersuchung der Struktur-Wirkungs-Beziehung aus der vorliegenden Arbeit ergab,
dass Cabergolin ein Vollagonist an 5-HTz-Rezeptoren ist. Ein &hnliches
pharmakologisches Profil wurde auch bei den Cabergolin-Derivaten mit gréReren

Substituenten beobachtet: 6-Cyclopropylmethylcabergolin, 6-Propylcabergolin und 6-
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Ethylcabergolin verhielten sich als Vollagonisten an den 5-HT,z-Rezeptoren. Im
Gegensatz dazu wirkte 6-Methylcabergolin als stiller Antagonist. 6-Norcabergolin
verhielt sich als Partialagonist mit einer geringen Wirkung. Diese Verbindung ist zwar
ein Metabolit von Cabergolin, scheint aber schnell weiter metabolisiert zu werden, da
sie bis jetzt nur in geringen Mengen in Rattenurin festgestellt wurde. Daher hat sie
wahrscheinlich keinerlei klinische Relevanz (Battaglia et al., 1993). An 5-HTa-
Rezeptoren  verhielten sich  Cabergolin,  6-Cyclopropylmethylcabergolin,  6-
Propylcabergolin und 6-Ethylcabergolin als Partialagonisten. 6-Methylcabergolin war ein
stiler Antagonist auch an diesem Rezeptortyp und 6-Norcabergolin zeigte
antagonistische Wirkung.

Die Untersuchung der Struktur-Wirkungs-Beziehung von Cabergolin und seinen
Derivaten ergab, dass sie sehr ahnliche pharmakologische Eigenschaften haben wie
die entsprechenden Pergolid-Derivate, die in friheren Studien in der Arbeitsgruppe
Prof. Pertz getestet wurden (Goérnemann et al., 2008a). Analog zu den untersuchten
Cabergolinderivaten erwiesen sich Pergolid, 6-Cyclopropylmethylpergolid und 6-
Ethylpergolid als Partialagonisten an den 5-HT,a- und als Vollagonisten an den 5-HTg-
Rezeptoren, wohingegen 6-Methylpergolid als Antagonist an diesen Rezeptoren wirkte
(Goérnemann et al., 2008a). Der Austausch der Propyl- oder Allyl-Seitenkette durch eine
kleinere Methylgruppe in dem Ergolin-Skelett bewirkte die Umwandlung des Agonismus
in einen stillen Antagonismus.

In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass Cabergolin als Vollagonist an rekombinanten
humanen 5-HT,g-Rezeptoren, exprimiert in CHO-Zellen, wirkt (Newman-Tancredi et al.,
2002b). Die agonistische Potenz konnte mit den Werten aus der vorliegenden
funktionellen Studie an der Schweinepulmonalarterie bestatigt werden. In der
vorliegenden funktionellen Untersuchung an der Schweinekoronararterie verhielt sich
Cabergolin als Partialagonist an den 5-HT,a-Rezeptoren. In Studien an rekombinanten
5-HT,a-Rezeptoren in transfizierten Zellen erwies sich Cabergolin jedoch als Vollagonist
mit ca. 60-fach héherer Potenz.

Es ist nicht ungewdhnlich, dass Ergebnisse aus der Bestimmung der agonistischen
Wirkung unterschiedlich ausfallen, wenn die Untersuchungen an nativen Rezeptoren
und an rekombinanten Rezeptoren, exprimiert in transfizierten Zellen, durchgefihrt
werden. Die agonistische Potenz ist abhangig von der Anzahl und der Dichte der
Rezeptoren sowie der Effizienz der Rezeptor-Effektor-Kopplung. Ein Ligand, der am
gleichen Rezeptortyp anbindet, kann Abweichungen in seiner Wirkung bei

unterschiedlichen experimentellen Modellen und Bedingungen aufweisen (Hoyer und
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Boddeke, 1993). Eine Uberexpression der Rezeptoren in dem experimentellen Modell
kann zu einer konstitutiven Rezeptoraktivitat fihren und die Ligandencharakterisierung
anhand zellularer Signale veradndern. Auch eine Kopplung der Rezeptoren mit
alternativen Membrankomponenten in transfizierten Zellen kann zu Unterschieden zu
nativen Systemen fuhren (Kenakin, 1997).

Zusatzlich ist zu erwdhnen, dass Ergoline fast identische Affinitaten fir die Serotonin-
Rezeptoren sowohl beim Menschen als auch beim Schwein aufweisen (Nelson et al.,
1993). Daruiber hinaus betragt die Sequenzhomologie zwischen Human- und Schweine-
5-HT,a-Rezeptoren 97 % (Ullmer et al., 1995). Daraus kann geschlussfolgert werden,
dass die unterschiedliche Wirkung von Cabergolin an humanen rekombinanten und
nativen Schweinerezeptoren nicht auf biologische Speziesunterschiede zurtickzufiihren
ist, sondern auf Unterschiede im experimentellen Modell.

Das Ergolin-Derivat Ergotamin, welches friher zur Migranetherapie eingesetzt wurde,
sowie sein aktiver Metabolit Methylergonovin besitzen eine Methylgruppe an der N(6)-
Position des Grundgeristes. Diese Substanzen wurden nur selten mit fibrotischen
Veranderungen an den Herzklappen in Verbindung gebracht, dennoch existieren in der
Literatur einige Berichte Uber das Auftreten von Herzklappenschaden bei der
Anwendung von Ergotamin (Hauck et al., 1990; Hendrikx et al., 1996; Wilke et al.,
1997). Demnach ist ein Beitrag anderer Strukturelemente des Ergolingerustes fiur die
Nebenwirkung nicht auszuschlielen. Es bedarf weiterer Studien, um diese

Fragestellung endguiltig zu klaren.

4.1.2 Einfluss der Seitenkette in Positon 6 im Cabergolinmolekil auf die

pharmakologischen Eigenschaften an D,-Rezeptoren

6-Methylcabergolin unterscheidet sich von der Muttersubstanz Cabergolin beziglich der
pharmakologischen Eigenschaften an 5-HT,a- und 5-HT.s-Rezeptoren und kénnte
daher keine fibrotische Nebenwirkungen verursachen. Welche Auswirkungen diese
Strukturmodifikation auf die gewiinschten pharmakologischen Eigenschaften hat, war
unbekannt und wurde in dieser Arbeit untersucht. Dem therapeutischen Effekt von
Cabergolin sowohl als Antiparkinsonmittel als auch zur Senkung des Prolaktinspiegels
liegt der Agonismus an zentralen D,-Rezeptoren zugrunde (Gillam et al., 2006; Guttman
und Jaskolka, 2001). Aus diesem Grund wurde die Aktivierung der G-
Proteingekoppelten D,-Rezeptoren mittels der [*>S]GTPyS-Bindungs-Studie untersucht.

Da die therapeutisch verwendeten Dopaminagonisten wie Cabergolin eine Affinitat
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sowohl an D,s- als auch an D, -Rezeptorisoformen aufweisen, wurden beide
Rezeptorsubtypen untersucht (Millan et al., 2002).

Die [*S]GTPyS-Bindungs-Studie ergab eine hohere Affinitit an Dps- und Dy-
Rezeptoren von Cabergolin und 6-Methylcabergolin im Vergleich zum D,-Agonisten
Quinpirol, der als Referenzagonist diente. Diese Ergebnisse stimmen mit jenen
vorheriger Studien an rekombinanten D,s- und D, - Rezeptoren Uberein (Millan et al.,
2002). Die agonistische Potenz an beiden D,-Rezeptoren ist nach Austausch der Allyl-
durch die Methylgruppe in Position 6 erhalten geblieben. 6-Methylcabergolin zeigte eine
geringere Wirksamkeit, bzw. einen geringeren maximalen Effekt (Enax) im Vergleich zu
Cabergolin, verhielt sich jedoch als ein hochwirksamer partieller Agonist an D,-

Rezeptoren.
4.1.3 Schlussfolgerungen

Aus den Ergebnissen in der vorliegenden Arbeit wird ersichtlich, dass die
Allylseitenkette in der Position N(6) im Cabergolinmolekil fur die agonistischen
Eigenschaften dieser Substanz an den 5-HT,s- und 5-HT.g-Rezeptoren wesentlich ist.
Diese Ergebnisse stimmen mit der Bedeutung der N(6)-Propyl Gruppe des
Pergolidmolekuls Uberein, die den Agonismus an beiden Rezeptoren beeinflusst. Da die
Aktivierung der 5-HT,a- und 5-HT.s-Rezeptoren zur Entwicklung fibrotischer
Veranderungen beitragt (Rothman et al., 2000; Xu et al., 2002), wird hier ein plausibler
molekularer Mechanismus aufgezeigt, wie die volumindsere Seitenkette an der N(6)-
Position in dem Ergolin-Grundgeriist die schwerwiegende Nebenwirkung an den
Herzklappen verursachen kann. Der Austausch der groRReren Seitenkette mit einer
kleineren Methylgruppe fuhrte zum Verlust der agonistischen Eigenschaften an 5-HTa-
und 5-HT,g-Rezeptoren. 6-Methylcabergolin erwies sich als ein Antagonist an diesen
Rezeptoren und ist dadurch mdglicherweise kein Induktor von fibrotischen
Veranderungen im Unterschied zur Muttersubstanz Cabergolin. Gleichzeitig wurden die
gewinschten pharmakologischen Eigenschaften von 6-Methylcabergolin durch die
vorgenommene Strukturanderung nicht nachteilig beeinflusst. Die agonistische Funktion
an der eigentlichen Zielstruktur, die D,s- und D -Rezeptoren, ist bei 6-Methylcabergolin
erhalten geblieben. Somit wére 6-Methylcabergolin ein neues potentielles

Therapeutikum mit einem giinstigeren Nebenwirkungsprofil.
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4.2 Bedeutung der 5-HT-Rezeptoren fur die Kontraktionsfahigkeit und

das mechanische Verhalten der Herzklappen

Untersuchungen der Funktion und des mikroanatomischen Aufbaus der Herzklappen
zeigen, dass sie sich durch die vorhandenen Nervenendigungen und kontraktilen
Elemente an die hdmodynamischen und humoralen Bedingungen anpassen konnen
(Borin et al., 2006; El-Hamamsy et al., 2009; Marron et al., 1996). Somit erfolgt das
Offnen und SchlieRen der Herzklappen nicht als ein ausschlieRlich passiver Vorgang
infolge der Druck&nderung wahrend des Herzzyklus. In allen vier Herzklappen des
Menschen wurde die Geneexpression fir diverse Muskel-relevante Strukturproteine wie
die Filamentkomponenten des Sarkomers Troponin T,I und C, sowie a-und (B-Myosin
nachgewiesen (Brand et al., 2006; Roy et al., 2000a). Eine Reihe von vasoaktiven
Substanzen wie Endothelin-1, 5-HT, Histamin und Noradrenalin, sind in der Lage,
Kontraktionen an isolierten Klappensegeln auszulésen (Brand et al., 2006; Chester et
al.,, 2000). Die Kontraktionsfahigkeit des Herzklappengewebes kann auf die
Interstitialzellen und insbesondere auf deren aktivierte Form — die Myofibroblasten -
zurlckgefuhrt werden. Charakteristisch fir die myofibroblastische Zellpopulation ist die
Ahnlichkeit mit Glattmuskelzellen und das Vorhandensein von glattmuskularem alpha-
Aktin (a-smooth-muscle-actin a-SMA) (Mulholland und Gotlieb, 1996; Taylor et al.,
2000). Die kontraktilen Eigenschaften der Interstitialzellen der Herzklappen werden
durch die Beobachtung verdeutlicht, dass sie in der Lage sind, gelartige Kollagen-
Matrices zu falten und mechanische Krafte zu generieren (Butcher et al., 2004; Messier
et al., 1994).

Die Kontraktionsfahigkeit und Dehnbarkeit der Herzklappen sind in der Langsrichtung
starker ausgepragt als in die Querrichtung (Kershaw et al., 2004).
Immunohistochemische Untersuchungen des Aortenklappengewebes vom Menschen
und Schwein zeigen eine Ausrichtung der a-SMA-positiven Myofibroblasten in die
Langsrichtung (Cimini et al., 2003). Ein &hnliches Muster wird auch bei der Verteilung
der Kollagenfasern in der Fibrosa-Schicht der Klappensegel beobachtet (Butcher et al.,
2011; Xu und Grande-Allen, 2010). Dies unterstreicht die Rolle der Interstitialzellen fir
die mechanischen Eigenschaften des Gewebes.

In der vorliegenden Arbeit war 5-HT in der Lage, konzentrationsabhéangig in einem
breiten Intervall (1 nM bis 10 uM) Kontraktionen in streifenformigen Ausschnitten von
Aortenklappen in Langsrichtung auszulésen. Ketanserin (selektiver 5-HT,a-Rezeptor

Antagonist, 10 nM) konnte die 5-HT-induzierte Konzentrations-Wirkungskurve parallel
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nach rechts verschieben, ohne den maximalen Effekt zu verringern (Abb. 19). Der
scheinbare pA,-Wert fir Ketanserin von 8.66 spricht fiir eine Beteiligung des 5-HTa-
Rezeptors an dem kontraktilen Mechanismus und stimmt mit den pKi-Werten fur diese
Substanz an humanen, rekombinanten (pK; von 8.7) und nativen (pK; von 8.58) 5-HTa-
Rezeptoren Uberein (Bryant et al., 1996; Richelson und Souder, 2000). Die Ergebnisse
der vorliegenden Studie Uber die Beteiligung von 5-HT,s-Rezeptoren an der Kontraktion
stimmen mit den Ergebnissen von Chester et. al. (2000), die ebenfalls einen
hemmenden Effekt von Ketanserin auf die Kontraktion von Schweineaortenklappen
demonstrieren, Uberein. Allerdings |0ste Ketanserin in der Untersuchung von Chester et
al. (2000) eine stark ausgepragte Depression des Maximaleffekts aus, was an der
1000-fach hoheren verwendeten Konzentration (10 uM) liegen konnte.

Der selektive 5-HT,g-Rezeptor Antagonist SB204741, in einer Konzentration von 3 uM,
zeigte keinen Einfluss auf die kontraktile Antwort. Dies spricht somit gegen eine
Beteiligung der 5-HT.s-Rezeptoren an diesem biologischen Effekt. GR127935
(Antagonist des 5-HTigp-Rezeptors) hemmte die Serotonin-abhangige Kontraktion ab
einer Konzentration von 100 nM, zeigte aber keine Hemmwirkung bei einer geringeren
Konzentration (10 nM). Dies ist von besonderer Bedeutung, da es bekannt ist, dass 5-
HT.sp-Rezeptor vermittelte Effekte im subnanomolaren Bereich durch GR127935
gehemmt werden kdonnen (PDSP K; Datenbank http://pdsp.med.unc.edu/indexR.html).

Fur den Antagonisten GR127935 konnte ein scheinbarer pA,-Wert von 7.6 ermittelt
werden. Konsistent mit diesem Befund wurde in Zellen, transfiziert mit rekombinanten
humanen 5-HT,s-Rezeptoren, ein pKi-Wert fir GR127935 von 7.4 fur diesen
Antagonisten bestimmt (Huang et al.,, 2005), was fir die Beteiligung des 5-HT,a-
Rezeptors und gegen die Beteiligung des 5-HT;gp-Rezeptors an der Kontraktion der
Aortenklappe spricht.

Cabergolin  l6ste ebenfalls konzentrationsabhéngige kontraktile Effekte im
Herzklappengewebe in der Langsrichtung aus, die durch den 5-HT,s-Rezeptortyp
vermittelt wurden (Abb. 20). Auch wenn Cabergolin sich als Partialagonist an den 5-
HT.a-Rezeptoren im Modell der Schweinekoronararterie erwies (Kap. 3.1.1), zeigte
diese Substanz eine potente agonistische Wirkung an 5-HT,s-Rezeptoren im
Herzklappengewebe.

Es wird vermutet, dass Serotonin und serotonerge Substanzen die Funktion der
Herzklappen durch Effekte auf deren kontraktile Strukturen beeinflussen kdnnen
(Chester et al., 2000). Kontraktionseffekte konnten das korrekte Offnen und SchlieRen

der Klappensegel beeintrachtigen, zu einer Anderung in deren Geometrie, zu einem
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Ruckfluss von Blut wahrend der Diastole und somit zur Klappeninsuffizienz fihren. In
einem in vitro Modell an isolierten Schweineaortenklappen wurde bestatigt, dass
Serotonin die Funktion der Aortenklappen durch direkte kontraktile Effekte
beeintrachtigt. Nach Zugabe von Serotonin wurde einen erhdhten Flissigkeitsauslauf
aus der Aortenklappe registriert, der durch 5-HT,a-Rezeptoren weitergeleitet wurde
(Chester et al., 2001). Es wurde jedoch nicht eindeutig geklart, ob die direkte kontraktile
Wirkung von Serotonin und serotonerger Substanzen auf das Klappengewebe auch
ursachlich fur die Entstehung der Herzklappenerkrankungen ist.

Die vorliegende Studie demonstriert die Fahigkeit von Serotonin, Kontraktionen an
isoliertem Aortenklappengewebe in vitro auszulésen. Cabergolin konnte die Wirkung
von Serotonin nachahmen. Diese Effekte wurden durch Aktivierung von 5-HTa-
Rezeptoren  vermittelt. Das  Vorhandensein von  5-HT,a-Rezeptoren im
Herzklappengewebe wurde bereits im Menschen, Schwein und Schaf auf der mRNA-
Ebene nachgewiesen (Fitzgerald et al., 2000; Xu et al., 2002) und konnte durch die
vorliegende Untersuchung auf funktioneller Ebene bestatigt werden.

4.3 Zellspezifische Untersuchungen zum frihen Mechanismus der

Cabergolin-induzierten Fibrose
4.3.1 Charakterisierung der VICs-Priméarkultur

Interstitialzellen sind ein haufig verwendetes Modell fiir die in vitro Untersuchung von
Herzklappenerkrankungen, da diese fur die Erhaltung der korrekten Struktur und
Funktion der Herzklappen verantwortlich sind (s. Kap. 1.3.1). In der vorliegenden Arbeit
wurden Interstitialzellen sowohl aus der Aorten- als auch aus der Mitralklappe
verwendet, da pathologische Befunde bei Ergotalkaloid-induzierten
Herzklappenerkrankungen auf beiden Herzklappen in der Literatur beschrieben wurden
(Hendrikx et al., 1996; Redfield et al., 1992; Zanettini et al., 2007). Als Bezugsquelle fur
die Interstitialzellen diente das Schwein, das aufgrund der anatomischen und
physiologischen Gemeinsamkeiten zwischen humanen Herzen und Schweineherzen
ein breit verwendetes Modell in der kardiovaskularen Forschung ist (Hughes, 1986;
Sachs, 1994; Sim et al., 2003; Weaver et al., 1986). Auch wegen der hohen
Sequenzhomologie des Genoms vom Menschen und Schwein und wegen der
Ahnlichkeiten zwischen den humanen- und Schweine-5-HT,a- und 5-HT,z-Rezeptoren

sind die VICs aus dem Schwein fir die vorliegende Fragestellung besonders gut
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geeignet (Butcher et al., 2011; Fabre et al., 2008; Fronicke et al., 1996; Johansson et
al., 1995; Ulimer et al., 1995).

Die isolierten VICs wurden anhand der fur diesen Zelltyp typischen Morphologie und
der hohen Expression des Markers a-SMA identifiziert. Die hohere a-SMA-Expression
in VICs unter Zellkulturbedingungen im Vergleich zu in vivo Bedingungen ist auf die
starre Plastikoberflache der ZellkulturgefaRe zurtickzufuhren, die eine mechanische
Spannung ausiibt und eine phanotypische Anderung bewirkt (Cushing et al., 2005;
Discher et al., 2005; Pho et al., 2008). Es konnte gezeigt werden, dass auf
kollagenbeschichteten Oberflachen gezichteten VICs eine geringere a-SMA
Expression aufweisen (Blevins et al., 2008; Butcher et al., 2011).

Eine Verunreinigung der VICs-Kultur mit Herzklappenendothelzellen VECs wéhrend der
Isolierung aus dem Gewebe ist theoretisch nicht auszuschlieRen, jedoch benétigen die
VECs andere Kulturbedingungen als Interstitialzellen, daher ist eine Mischkultur aus
VECs und VICs eigentlich nicht zu erwarten (Merryman et al., 2006; Roy et al., 2000a).
Die Immunofluoreszenzuntersuchung der Expression des Endothelzell-Markers von

Willebrand Faktor zeigte keine Anwesenheit von VECs in der VICs-Kultur.
4.3.2 Cabergolin-induzierte Aktivierung der ERK 1/2 Signalkaskade

Die ,extracellular signal-regulated® Proteinkinasen ERK 1 und 2 sind zellulare
Signalwege, die an der Regulation der Proliferation, Differenzierung und Apoptose
beteiligt und der Aktivierung der 5-HT,a-, 5-HT2s- und 5-HT.s-Rezeptoren
nachgeschaltet sind (Knauer et al., 2009; Maddahi und Edvinsson, 2008). Die
Aktivierung der ERK 1/2 Signalwege bzw. die Steigerung der phosphorylierten Form gilt
als ein friihes Zeichen fur proliferative Prozesse bei der Fibrose der Herzklappen
(Connolly et al., 2009; Setola et al., 2003; Xu et al., 2002). Serotonin sowie andere
Induktoren von Valvulopathien wie Fenfluramin, Norfenfluramin und der MDMA-
Metabolit MDA I6sen die Aktivierung der ERK-Signalwege aus (Setola et al., 2003),
daher wurde am Modell der Herzklappeninterstitiallzellen vom Schwein die Wirkung von
Cabergolin auf den ERK 1/2 Signalweg untersucht und mit der Wirkung von Serotonin
verglichen. Durch die Verwendung selektiver Serotoninrezeptorantagonisten wurde
auch die Bedeutung der verschiedenen Rezeptortypen fir diese Signallbertragung
Uberpraft.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit an Interstitialzellen des Schweins, die eine
Mischung aus Aorten- und Mitralklappen darstellen, zeigten einen dosisabhangigen

stimulierenden Effekt von Serotonin auf der ERK 1 und 2 Aktivierung in diesem Modell.
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Cabergolin zeigte einen &hnlichen stimulierenden Effekt auf den ERK-Signalweg, der
ebenfalls mit steigender Konzentration zu einer starkeren Phosphorylierung der ERK
1/2 Kinasen fuhrte (Abb. 22).

Die Serotonin-induzierte Aktivierung der ERKs konnte schwach durch eine
Vorbehandlung mit dem selektiven 5-HT,x-Rezeptor Antagonisten MDL100907 und
starker durch eine Vorbehandlung mit 5-HT,g1p-Rezeptor Antagonisten GR129371
gehemmt werden. Hingegen ubte die Vorbehandlung mit dem selektiven 5-HTg-
Rezeptorantagonisten SB204741 keinen Einfluss auf den ERK-Signalweg aus.

Die Untersuchungen mit den selektiven Rezeptorantagonisten ergaben, dass die
Wirkung von Cabergolin ebenfalls von der Aktivierung der 5-HTig/ip- und 5-HToa-
Rezeptoren abhéngig war. Allerdings war der hemmende Effekt des selektiven 5-HT,a-
Rezeptor-Antagonisten MDL100907 auf die Cabergolin-induzierte Phosphorylierung
bzw. Aktivierung der ERK 1/2 starker ausgepragt als der hemmende Effekt desselben
Antagonisten auf die Serotonin-induzierte ERK-Phosphorylierung (Abb. 23). Dies lasst
sich dadurch erklaren, dass Cabergolin als Partialagonist an 5-HT,x-Rezeptoren wirkt,
wohingegen Serotonin ein Vollagonist ist, und somit einen starkeren Effekt an diesen
Rezeptoren hervorruft (Vgl. Kap. 3.1.1). Die Blockade der 5-HT,s-Rezeptoren zeigte
keinen Effekt auf die Wirkung von Cabergolin auf die ERK-Signalwege.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit Uber die Wirkung von Serotonin an den
Interstitialzellen des Schweins stimmen mit denjenigen Studien an Interstitialzellen vom
Hund, Schaf und Menschen uberein, welche ebenfalls einen konzentrationsabhéngigen
stimulierenden Effekt von Serotonin auf die ERK 1/2 Aktivierung zeigen (Connolly et al.,
2009; Xu et al., 2002). Die Beobachtung, dass Cabergolin &hnlich wie Serotonin einen
stimulierenden Effekt auf die ERK-Signalwege ausiibt, bestétigt die Hypothese, dass
die priméare Ursache fur die fibrotischen Nebenwirkungen der Ergolin-Derivate an der
Aktivierung serotonerger Rezeptoren liegt. Weiterhin zeigen diese Ergebnisse, dass
eine erhohte Aktivierung der ERK 1/2 Signalkaskaden auch bei der Cabergolin-
induzierten Herzklappenfibrosen von Bedeutung ist.

Die Serotonin-induzierte ERK 1/2-Aktivierung in Interstitialzellen vom Hund und
Menschen wurde durch den 5-HT,a-Rezeptor-Antagonisten Ketanserin gehemmt
(Connolly et al., 2009). Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit, dass die aktivierende Wirkung von Cabergolin und Serotonin auf ERK 1/2 Uber
5-HT,a-Rezeptoren vermittelt wird. In Untersuchungen an Interstitialzellen vom Schaf
konnte die Serotonin-induzierte Phosphorylierung von ERK 1/2 nach der selektiven

Blockade mit dem 5-HT,a-Rezeptor Antagonisten MDL100907 nur schwach und in
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einem hoheren Ausmalfd fur ERK 1 als fur ERK 2 gehemmt werden (Xu et al., 2002).
Trotzdem zeigt diese Untersuchung, dass 5-HT,s-Rezeptoren zumindest zum Teil an
der ERK-Aktivierung im Herzklappengewebe beteiligt sind. Dies steht im Einklang mit
den vorliegenden Ergebnissen.

Hingegen konnte in dieser Arbeit sowie in der Studie an Interstitialzellen von Hund und
Mensch keine Beteiligung der 5-HT,z-Rezeptoren an der frihen proliferativen
Signaltubertragung durch ERK 1/2 nachgewiesen werden. Die Blockade der 5-HTg/2c-
Rezeptoren mit den Antagonisten SB204741 und SB206553 zeigte keinen Effekt auf
die ERK-Phosphorylierung (Connolly et al., 2009). In Widerspruch zu diesen Befunden
wurde in der Studie von Setola et. al. (2003) die Beteiligung der 5-HT,g-Rezeptoren an
der Aktivierung der Proliferation von humanen Interstitialzellen durch die Verwendung
des 5-HT.gc-Rezeptor-Antagonisten SB206553 demonstriert. Allerdings haben die
Autoren die Effekte des 5-HT,gc-Rezeptor-Antagonisten SB206553 auf die ERK-
Phosphorylierung in Anwesenheit von Serotonin, Fenfluramin oder MDMA nicht
untersucht. Der Effekt weiterer Rezeptorsubtyp-Antagonisten wurde in dieser Studie
ebenfalls nicht untersucht. Interessanterweise ergab die Untersuchung der
Zellproliferation in Anwesenheit von SB206553 keine vollstandige Hemmwirkung, so
dass die Autoren Uber eine Mitbeteiligung der 5-HT,5-Rezeptoren diskutieren (Setola et
al., 2003).

Ob die Ursache fur die Serotonin- und Arzneimittel-induzierte Schadigung der
Herzklappen primar auf die Aktivierung der 5-HT.s-Rezeptoren oder der 5-HToa-
Rezeptoren zurlickzufuhren ist, wird derzeit kontrovers diskutiert. Rothman et al. (2000)
und Setola et. al. (2003) finden die Ursache in der Aktivierung des 5-HT.g-Rezeptors,
wohingegen die Studien von Xu et al. (2002) und Connolly et al. (2009) die Ergebnisse
der hier beschriebenen Untersuchung unterstiitzen, da sie auch eine Beteiligung der 5-
HT.a-Rezeptoren in der Aktivierung der ERK 1/2 nachweisen konnten. Untersuchungen
der mRNA Expression der Mitglieder der 5-HT,-Rezeptor-Subfamilie an humanen
Herzklappen und Herzklappen vom Schwein ergaben, dass diese Rezeptorsubtypen in
den beiden Spezies auf ahnlichem Niveau exprimiert werden (Fitzgerald et al., 2000).
Daher ist eine variierende Rezeptorartenverteilung im Herzklappengewebe vom
Menschen und Schwein als mdglicher Grund fir die kontroverse Ergebnisse in den
Studien von Setola et al. (2003) und Rothman et al. (2000) sowie dieser Arbeit zu
widerlegen. Um die Rolle der einzelnen Serotoninrezeptorarten in der

SignalUbertragung mittels MAPK zu bestimmen, sind weitere Untersuchungen notig.
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In der Studie von Connolly et al. (2009) zeigte die Blockade des 5-HTg-Rezeptors mit
dem Antagonisten GR55562 ebenfalls einen hemmenden Effekt auf die ERK-Kinasen,
allerdings nur in dem Modell der Interstitialzellkultur vom Hund. Am Modell der
Interstitialzellkultur aus humanen Herzklappen wurde der Serotonineffekt nicht Gber 5-
HT,s-Rezeptoren, sondern nur Uber 5-HT,s-Rezeptoren vermittelt. In dieser Arbeit
konnte eine Beteiligung der 5-HT.g-Rezeptoren an der Cabergolin- und Serotonin-
induzierten ERK 1/2 Phosphorylierung in Interstitialzellen vom Schwein gezeigt werden.
Die 5-HT5- und 5-HT1p-Rezeptoren spielen eine zentrale Rolle bei der Behandlung der
Migranesymptomatik, da die Aktivierung dieser Rezeptoren die Konstriktion der
schmerzhaft dilatierten kranialen BlutgefaRe und die Hemmung der Freisetzung
entztundlicher Neuropeptide bewirkt (Tepper et al., 2002). Die Substanzklasse der
Triptane sind Antimigranemittel mit agonistischen Eigenschaften an 5-HT,g-Rezeptoren
(Jahnichen et al., 2004; van den Broek et al., 2002). Die vasokonstriktorische Wirkung
der Triptane ist nicht nur auf die kranialen Gefal3e begrenzt und fihrt auch zu
kardiovaskularen Nebenwirkungen, und zwar besonders bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit, jedoch sind fir diese Migranetherapeutika keine fibrotische
Nebenwirkungen auf die Herzklappen bekannt (Dodick et al., 2004,
MaassenVanDenBrink et al., 1998; Tepper und Millson, 2003). Daher ist eine
Beteiligung der 5-HT,5-Rezeptoren an der Cabergolin-induzierten Herzklappenfibrose
auszuschliel3en.

Wie bereits durch funktionelle Studien in dieser Arbeit gezeigt wurde, verfigt 6-
Methylcabergolin Uber antagonistische Eigenschaften beziglich der 5-HT,a- und 5-
HT,g-Rezeptoren (Kap. 3.1). Trotzdem konnte diese Substanz eine Aktivierung der ERK
1/2 in Interstitialzellen der Herzklappen auslésen, jedoch in geringerem Ausmali
verglichen mit den Effekten von Serotonin und Cabergolin bei derselben Konzentration.
Der stimulierende Effekt von 6-Methylcabergolin auf die ERK 1/2 Aktivitat liegt
moglicherweise an der Beteiligung anderer Rezeptortypen in diesen Signalwegen als
die 5-HT,a-Rezeptoren. Die intensiven Untersuchungen an den MAPK-Signalwegen in
den letzten Jahren ergaben, dass viele verschiedene extrazellulare Signale zur
Aktivierung dieser Signalkaskaden fuhren kbnnen. So kann die Aktivierung aller GPCR-
Subfamilien und der Rezeptoren mit Tyrosinkinase-Aktivitat die Phosphorylierung der
ERK 1/2 beeinflussen (McKay und Morrison, 2007; Sugden und Clerk, 1997). Daher
ware die Beteiligung von zusatzlichen Mechanismen neben der Aktivierung von
Serotoninrezeptoren bei der Induktion der ERK 1/2 durch Cabergolin durchaus in

Erwagung zu ziehen.
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4.3.3 Mitogene Effekte von Cabergolin

Neben der Anhaufung Uberschissiger Komponenten der extrazellularen Matrix gehéren
auch die erhohte Proliferationsrate und Ansammlung von Fibroblasten zu den
charakteristischen Merkmalen fibrotischer Prozesse (Krenning et al., 2010).
Untersuchungen an fibrotischem Herzklappengewebe von Patienten mit
Karzinoidsyndrom zeigen eine mehrfach gesteigerte Anzahl proliferierender Zellen im
Vergleich zu gesundem Gewebe (Rajamannan et al., 2001). Typische
histopathologische Befunde mit Herden von proliferierenden Interstitialzellen sind in
erkrankten Herzklappen infolge einer Behandlung mit Fenfluramin und Ergot-Derivaten
beschrieben worden (Bhattacharyya et al., 2009; Connolly et al., 1997; Redfield et al.,
1992; Steffee et al., 1999).

Serotonin hat eine mitogene Wirkung auf diverse Zellarten, unter anderem auf
Interstitialzellen der Herzklappen, Fibroblasten und Glattmuskelzellen (Fanburg und
Lee, 1997; Nemecek et al., 1986; Seuwen et al., 1988; Welsh et al., 2004). In der
Literatur ist die Frage, welche Serotonin-Rezeptorsubtypen fur die Stimulation der
Proliferation der Herzklappeninterstitialzellen verantwortlich sind, nicht einheitlich
beantwortet. Cabergolin kann fibrotische Veranderungen an den Herzklappen auslésen
und wirkt als Agonist an diversen Serotoninrezeptoren (Newman-Tancredi et al., 2002b;
Rasmussen et al., 2008). Es ist daher vorstellbar, dass Cabergolin ebenfalls Uber
mdogliche mitogene Eigenschaften einen Effekt auf die Herzklappeninterstitialzellen
ausubt. Die vorliegende Untersuchung ergab eine Erhohung der DNA-Neusynthese
nach Behandlung der Interstitialzellen mit Cabergolin bereits nach 24 h. Nach einer
Behandlungszeit von 48 h war die DNA-Neusynthese deutlich hdher als nach 24 h, was
auf eine Verstarkung des Effekts mit der Zeit hindeutet (Abb. 32). Serotonin zeigte
beziglich der Zellproliferation eine starkere Wirkung im Vergleich zu Cabergolin, was
durch die hohere Rezeptoraffinitat des endogenen Liganden im Vergleich zu Cabergolin
zu erklaren ist (Newman-Tancredi et al., 2002b).

Wie bereits in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, werden die ERK 1/2-
MAP-Kinasen durch Serotonin und Cabergolin aktiviert (s. Kap. 3.3). Die Gruppe der
ERK 1/2 MAPK spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der Zellproliferation (s.
Kap. 4.3.2); (Lee et al.,, 2001). Um die Beteiligung der ERK 1/2 Signalwege an der
Serotonin-induzierten Proliferation zu untersuchen, wurde die DNA-Neusynthese nach
der selektiven Blockade der ERK 1/2 Aktivierung durch die vorgeschalteten MEK 1/2

Kinasen gemessen. In der Anwesenheit des selektiven MEK-Inhibitors U0126 wurde die
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Serotonin-induzierte Proliferation der Interstitialzellen vollstandig gehemmt und zeigte
somit, dass die mitogene Wirkung von Serotonin tber den MAPK-Signalweg Ubertragen
wird. Dieses Ergebnis ist konsistent mit der Studie von Connolly und Kollegen (2009),
die eine Verminderung der Serotonin-induzierten Proliferation durch den MEK-
Hemmstoff PD98059 in Interstitialzellen vom Hund zeigt.

Die erhohte Proliferation und nachfolgende Akkumulation von Interstitialzellen gehoren
zu den Mechanismen der Cabergolin-induzierten Fibrose der Herzklappen. Bei diesem
Prozess werden nach der Aktivierung von Serotoninrezeptoren die ERK 1/2 MAP-

Kinasen an der Signaltransduktion beteiligt.
4.3.4 Effekte von Cabergolin auf die Synthese der extrazellularen Matrix (ECM)

Die Anhaufung einer Uberschissigen extrazellularen Matrix (ECM) spielt bei der
Pathologie der Herzklappenfibrose eine entscheidende Rolle (s. Kap. 1.3.2, (Elangbam,
2010)); daher wurde der Einfluss von Serotonin und Cabergolin auf die Synthese der
ECM in Interstitialzellen der Herzklappen untersucht. Die Neusynthese der ECM-
Komponenten Kollagen und Glykosaminoglykan (GAG) wurde durch den Einbau der
jeweiligen radioaktiv markierten Bausteine [°H]-Prolin bzw. [°*H]-Glucosamin gemessen.
Die Biosynthese von Kollagen und Glykosaminoglykan wurde sowohl durch Serotonin
als auch durch Cabergolin erhoht. Fur Cabergolin konnte eine Steigerung des
stimulierenden Effektes in Abhé&ngigkeit von der Konzentration fir beide ECM-
Bestandteile nachgewiesen werden (Abb. 25 und Abb. 28). Dieses Ergebnis bestétigt,
dass die Cabergolin-induzierte Herzklappenfibrose Uber einen serotonergen
Mechanismus auch beziiglich der Anhaufung Uberschissiger ECM-Bestandteile ablauft.
Die vorliegende Untersuchung der Serotonin-Wirkung stimmt mit Studien an
Interstitialzellen vom Menschen, Schaf und Hund, die einen direkten stimulierenden
Effekt von Serotonin auf die Kollagen-Synthese demonstrieren tiberein (Connolly et al.,
2009; Hafizi et al., 2000; Jian et al., 2002). Bei der Untersuchung der Beteiligung der
einzelnen 5-HT-Rezeptorsubtypen auf die Cabergolin-Stimulation der Kollagensynthese
erwiesen sich die 5-HT,a-Rezeptoren als Signallbertrager. Fir die 5-HTog- und 5-HT -
Rezeptoren wurde hingegen keine Beteiligung bei den Experimenten mit selektiver
Rezeptorblockade ersichtlich (Abb. 26). Um die Rezeptortypenbeteiligung an der
Kollagensynthese genauer zu Uberprifen, wurde der Einfluss selektiver
Rezeptoragonisten auf den [*H]-Prolin-Einbau untersucht. Die Ergebnisse bestatigen
die Befunde der Untersuchung der Beteiligung der einzelnen Serotoninrezeptortypen

durch die selektive Rezeptorblockade. Die Untersuchung ergab eine Beteiligung der 5-
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HT.a-Rezeptoren und keine Beteiligung der 5-HTig- und 5-HT,g-Rezeptortypen (Abb.
27). Die gleiche Rezeptortypbeteiligung ergab sich bei der Untersuchung der
Stimulation der Glykosaminoglykan-Synthese (Abb. 28). Die hier vorliegenden
Ergebnisse befinden sich zum Teil in Ubereinstimmung mit der Studie von
Balachandran et al. (2011), in der gezeigt werden konnte, dass die Kollagensynthese
ex vivo in Herzklappensegel des Schweins sowohl unter physiologischen als auch unter
pathologischen Bedingungen im Modell der Dehnungsiberlastung des Gewebes von 5-
HT.a-Rezeptoren abhéangig ist. Weiterhin zeigte diese Studie eine Beteiligung der 5-
HT.a-Rezeptoren an der Zellproliferation. Die 5-HT.s-Rezeptoren waren unter
physiologischen Bedingungen an diesen biologischen Prozessen beteiligt, aber nicht
unter pathologischen Bedingungen bei einer erhéhten Dehnungsbelastung des
Gewebes (Balachandran et al., 2011). Die vorliegende Untersuchung zeigte dagegen
keine Beteiligung der 5-HT,g-Rezeptoren an der ECM-Produktion und unterschied sich
diesbezuglich von den Befunden in der Studie von Balachandran et al. (2011). Eine
mogliche Erklarung fur diese Unterschiede bietet das Untersuchungsmodell von
Balachandran und Kollegen von isoliertem Herzklappengewebe, wohingegen das hier
verwendete Modell nur isolierte Interstitialzellen enthalt und die Wechselwirkungen
zwischen ECM und Zellen sowie zwischen den verschiedenen Zellarten nicht
bertcksichtigt. Eine weitere Organkulturstudie an isolierten Herzklappensegeln deutete
darauf hin, dass neben den 5-HT.5-Rezeptoren auch zusatzliche Mechanismen wie die
Aktivierung anderer Rezeptorsubtypen an der Uberproduktion der ECM-Bestandteile
beteiligt sein kdnnen und somit zur Entstehung von fibrotischen Veranderungen
beitragen (Barzilla et al., 2010).

In einer Studie an humanen Mitral- und Aortenherzklappeninterstitialzellen wurden 5-
HT.a-, 5-HT2s-, und 5-HT,5-Rezeptoren selektiv blockiert und die Kollagensynthese in
dieser Zellkultur untersucht (Mekontso-Dessap et al., 2006). Im Gegensatz zu der
vorliegenden Untersuchung Ubte nur die Blockade der 5-HT;g-Rezeptoren einen
hemmenden Effekt auf die Serotonin-induzierte Kollagensynthese aus, wéhrend die
Blockade der 5-HT,s- und 5-HT.z-Rezeptoren keine Rolle spielte. In der Studie von
Mekontso-Dessap et al. (2006) wurden die humanen Interstitialzellen aus insuffizienten
Herzklappen entnommen, wohingegen die hier verwendeten Zellen aus gesunden
Tieren stammten. Daher ist nicht auszuschlieRen, dass je nachdem, ob eine
Erkrankung bereits vorliegt, die Wirkung von Serotonin unterschiedlich ausfallen kann
(Mekontso-Dessap et al., 2006). Auch wenn die Ergebnisse aus der Studie von

Mekontso-Dessap und Kollegen auf eine Beteiligung des 5-HT;g-Rezeptors an der
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Serotonin-stimulierten Kollagen-Biosynthese hindeuten, wurde in derselben Studie ein
Beteiligung dieses Rezeptortyps an der Herzklappenfibrose widerlegt. In in vivo
Experimenten an genetisch veranderte Knockout Mausen, zeigten die Autoren, dass
das Fehlen des 5-HT;g-Rezeptors die Entwicklung von Valvulopathien nicht verhindert,
wenn bei den Tieren gleichzeitig der Serotonin-Transporter fehlt, bzw. wenn es durch
die verminderte Zellaufnahme von Serotonin zu einer erhéhten Konzentration an
zirkulierendem Serotonin kommt.

In der vorliegenden Arbeit wurde auch die Wirkung des Cabergolin-Derivats 6-
Methylcabergolin auf die Biosynthese der ECM-Komponente untersucht. 6-
Methylcabergolin ist ein Antagonist an den 5-HT, und 5-HTz-Rezeptoren. Es ist daher
vorstellbar, dass diese Substanz keinen stimulierenden Effekt auf die ECM-Synthese
ausiben sollte. Jedoch ergab die Analyse, dass 6-Methylcabergolin eine leichte
Erhéhung der ECM-Produktion verursacht, welche allerdings wesentlich schwécher als
bei Serotonin und Cabergolin ausfiel. Bei der Betrachtung der Ergebnisse tber die
Stimulation von 6-Methylcabergolin der ECM-Biosynthese in Zusammenhang mit dem
Ergebnis, dass der stimulierende Effekt von Cabergolin durch die selektive Blockade
der 5-HT,5-Rezeptoren nicht vollstdndig gehemmt wurde, ist eine Beteiligung anderer
Mechanismen an der Cabergolin-induzierten Herzklappenfibrose nicht auszuschlieRen.
Es bedarf weiterer Studien, um dies zu bestatigen und um den genauen Mechanismus
der Nebenwirkungen von Cabergolin und anderer Dopaminagonisten der Ergolin-
Klasse auf die Herzklappen aufzuklaren. Eine gezielte Ausschaltung von Genen, die fur
bestimmte Serotonin-Rezeptorsubtypen kodieren, durch den Einsatz der Antisense-
Technologie, kdnnte weitere Erkenntnisse Uber deren Beteiligung an dem fibrotischen
Prozess liefern.

Die vorliegende Untersuchung ist durch einige Einschrankungen begrenzt. Die hier
durchgeftihrte in vitro Untersuchung an Zellkultur kann mdoglicherweise die in vivo
Situation nicht vollstandig darstellen (Mekontso-Dessap et al., 2006). Die Entstehung
einer arzneimittelinduzierten-Fibrose in vivo ist ein chronischer Prozess, der einer
monatelangen Expositionszeit bedarf, wohingegen Versuche auf Zellkulturniveau
zeitlich begrenzt sind (Horvath et al., 2004).
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4.4 Rolle der ERK 1/2 MAP-Kinase und der Src-Tyrosinkinase fir die

Cabergolin induzierten fibrotischen Veranderungen

4.4.1 Beteiligung der ERK 1/2 an der Cabergolin-induzierten Biosynthese der
ECM

Fibrotische Veranderungen sind durch tberméaRige Synthese und Anh&aufung von ECM-
Komponenten wie Kollagen im betroffenen Gewebe charakterisiert (Krenning et al.,
2010; Uitto und Kouba, 2000). In der vorliegenden Arbeit konnte die Beteiligung der 5-
HT,a-Rezeptoren bei der Cabergolin-induzierten Uberproduktion von Kollagen in
Schweineinterstitialzellen der Herzklappen demonstriert werden. Auch die Aktivierung
der ERK 1/2 Signalkaskade als Folge der Stimulation der 5-HT,s-Rezeptoren wurde
hier gezeigt. Diese Ergebnisse lassen die Beteiligung des ERK 1/2-Signalweges am
stimulierenden Effekt von Cabergolin auf die Synthese der extrazellularen Matrix
vermuten. Daraus folgend sollte die Blockade der ERK-Signalwege die Ubermalige
Kollagensynthese, ausgeldst durch Cabergolin, vermindern. Die Cabergolin-induzierte
Stimulation der Kollagensynthese in Anwesenheit des MEK 1/2-Inhibitors PD98059 war
leicht gehemmt. Die Abnahme war nicht signifikant, jedoch unterstitzt dieses Ergebnis
die Beteiligung der ERK 1/2 Signalkaskaden an der ECM-Produktion. Der stimulierende
Effekt auf die Kollagenproduktion von Cabergolin wurde in der Anwesenheit von U0126
fast vollstindig gehemmt (Daten nicht prasentiert). Beide Substanzen U0126 und
PD98059 sind selektive und kompetitive Hemmstoffe der MEK 1/2, die ihrerseits die
ERK 1/2 Kinasen phosphorylieren und aktivieren (Alessi et al., 1995; Dudley et al.,
1995; Favata et al., 1998). Die Unterschiede im Ausmal® der Hemmeffekte bei der
Vorbehandlung mit PD98059 und UQ0126 lassen sich durch die Affinitat beider
Hemmstoffe erklaren. An der konstitutiv aktiven rekombinanten MEK zeigte U0126 eine
100-fach hohere Affinitat als PD98059 (Favata et al., 1998). AuRerdem unterscheidet
sich die Hemmwirkung von U0126 und PD98059 hinsichtlich des pharmakologischen
Mechanismus.

Ubereinstimmend mit der vorliegenden Untersuchung wurde eine Beteiligung der ERK
1/2-Subgruppe der MAPK an anderen experimentellen Fibrosemodellen gezeigt, wie
die pulmonale Fibrose und die hypertrophe Kardiomyopathie (Galuppo et al., 2011;
Muchir et al., 2010; Yue et al., 2000).

Die stimulierende Wirkung der aktivierten ERK 1/2-Kinasen auf die ECM-Biosynthese
ist moglicherweise an einer gegenseitigen Aktivierung ,cross-talk” zwischen dem TGF-
31-Signalweg und ERK 1/2 zurickzufuhren (Jiang et al., 2010; Li et al., 2009). Grewal
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et al. (1999) zeigten, dass die Stimulation des 5-HT,a-Rezeptors in Mesangiumzellen
eine ERK 1/2-abhéngige Erhdhung der TGF-31 mRNA Expression zur Folge hat. Die
Aktivierung des TGF-RB1-Rezeptors fuhrt zur Phosphorylierung der nachgeschalteten
Smad 2 und Smad 3 Proteine, die wiederum an Smad 4 unter der Ausbildung eines
Komplexes binden. Der Smad4 Komplex wandert in den Zellkern und reguliert die
Gentranskription (Massaous und Hata, 1997). TGF-31 ist bekannt als Hauptmediator
fibrotischer Prozesse und fuhrt zur Proliferation von Fibroblasten und zur Akkumulation
von ECM-Komponenten (Ignotz und Massagué, 1986; Lijnen et al., 2000; Verrecchia
und Mauviel, 2002; Waltenberger et al., 1993). TGF-31 bewirkt eine Erhéhung der
Kollagen- und Glykosaminoglykan-Biosynthese in Interstitialzellen aus der Aortenklappe
vom Schaf (Jian et al., 2002).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Cabergolin induzierte Erh6hung
der ECM-Biosynthese Uber 5-HT,s-Rezeptoren und nachfolgende Aktivierung der ERK
1/2 Signalkaskade vermittelt werden kann. Ob der Effekt der ERK Signalkaskade
ganzlich an der darauffolgenden TGF-31 Induktion zurtickzufihren ist oder auch andere

Mechanismen die ECM-Produktion regulieren, bedarf weiterer Untersuchungen.

4.4.2 Rolle der Src-Kinasefamilie fur die Cabergolin-induzierte Biosynthese der
ECM

Bisherige Daten, sowie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass 5-HTa-
Rezeptoren an der Uberproduktion von Komponenten der extrazellularen Matrix (ECM)
in Interstitialzellen der Herzklappen beteiligt sind (Balachandran et al., 2011), (Kap.
3.5.). Es ist bekannt, dass 5-HT,s-Rezeptoren die Src-Tyrosinkinase-Signalwege
aktivieren konnen (Lu et al., 2008), (Kap. 1.4.3). Dies stellt die Frage, ob eine
SignalUbertragung durch aktivierte Src-Proteine an der Cabergolin-induzierten
Uberproduktion von ECM-Komponenten wie Kollagen beteiligt ist.

Ferner ist bekannt, dass Src-Kinasen fir die Aktivierung der ERK 1/2 Signalkaskade im
Rahmen der 5-HT,a- und 5-HT.z-Rezeptor-vermittelten Signalweiterleitung notwendig
sind, da eine Ausschaltung der Src-Signalwege durch selektiven Antagonismus oder
Antisense-RNA-Sequenzen zu einer Blockade der Serotonin-induzierten ERK-
Phosphorylierung fuhrt (Nebigil et al., 2000; Xu et al., 2002). Wie in der vorliegenden
Studie gezeigt werden konnte, ist die ECM-Produktion in den Interstitialzellen der
Herzklappen von der Aktivierung der ERK 1/2 Kinasen abhangig (Vgl. Kap. 4.4.1).
Daher ist es vorstellbar, dass auch die Src-Tyrosinkinasen als vorgeschalteter

Signalweg fur die ECM-Biosynthese eine Rolle spielen.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ergaben, dass die Blockade der katalytischen
Funktion der cSrc-Kinasen mit dem Inhibitor PP2 (Zhu et al.,, 1999) zu einer
signifikanten Abnahme der Cabergolin-induzierten Kollagensynthese in Interstitialzellen
der Herzklappen des Schweines fihrte. Somit konnte eine Beteiligung der cSrc-
Kinasefamilie an der ECM-Biosynthese und somit an dem fibrotischen Prozess belegt
werden.

Ein mdoglicher zugrundeliegender Mechanismus fir die Teilnahme der Src-Kinasen an
der erhohten ECM-Biosynthese ware die Steigerung der Aktivitat von TGF-R1
(Elangbam, 2010; Roth, 2007). Die Aktivierung des TGF-R1-Rezeptors sowie die
nachfolgende Signallbertragung durch die Smad 2, 3 und 4 Proteine sind bekannte
Mediatoren in diversen fibrotischen Erkrankungen (Flanders, 2004, s. Kap.4.4.1).

In der Literatur wurde bereits eine Blockade der TGF-31-Rezeptoren durch den Src-
Kinasehemmstoff PP2 beschrieben (Ungefroren et al., 2011). Die Blockade findet in
einem Src-unabhangigen Mechanismus statt. Dies stellt die Frage, ob der hemmende
Effekt von PP2 auf die Cabergolin-induzierte ECM-Biosynthese ausschlie3lich an der
Src-vermittelten Blockade des TGF-31-Rezeptors liegt, oder ob alternative

Mechanismen beteiligt sind.

4.4.3 Rolle der ERK 1/2 Kinasen und der Src-Tyrosinkinasen fiur die
Kontraktionsmechanismen der Aortenklappe

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Cabergolin tUber die Stimulation
der 5-HT,a-Rezeptoren eine Uberschissige Akkumulation der extrazellularen Matrix
ECM in den Interstitialzellen der Herzklappen bewirkt. Dabei sind die Familie der Src-
Tyrosinkinasen und die ERK 1/2 MAP-Kinasen an der Signaliibertragung beteiligt.
Weiterhin wurde untersucht, ob diese Signalwege auch andere zellulare Prozesse
beeinflussen, die im Zusammenhang mit dem fibrotischen Geschehen stehen. Wie
bereits in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, 16st Cabergolin Kontraktionen
im Aortenklappengewebe aus. Die kontraktilen Effekte wurden ebenfalls durch die
Aktivierung des 5-HT,a-Rezeptors vermittelt und kdnnen mdoglicherweise die korrekte
Funktionsfahigkeit des Gewebes beeintrachtigen und damit zum pathologischen
Prozess der Herzklappenfibrose beitragen (vgl. Kap. 4.2). Daher sollte untersucht
werden, ob die Src-Tyrosinkinasen und die ERK-MAP-Kinasen auch an der
SignalUbertragung bei der Cabergolin induzierten Kontraktion im Aortenklappengewebe

beteiligt sind.

100



4. Diskussion

Die Blockade der Aktivitat der Src-Tyrosinkinasen und der nachgeschalteten
Signalwege durch den selektiven Inhibitor PP2 konnte den Kontraktionseffekt von
Cabergolin um die Hélfte verringern und zeigte somit die Beteiligung der Src—
Tyrosinkinasen an der 5-HT,a-Rezeptor vermittelten Kontraktion der Aortenklappe des
Schweins. Im Gegensatz dazu wurden die kontraktilen Effekte durch die Blockade der
ERK 1/2-Aktivierung mit dem MEK 1/2 Inhibitor PD98059 nicht beeinflusst. Wie bereits
in Kap. 4.4.1 diskutiert, verfigt PD98059 Uber eine geringere Affinitdt zu MEK bzw. Uber
geringere hemmende Eigenschaften beziglich der ERK 1/2 Aktivierung, als im
Vergleich zu dem MEK-Inhibitor U0126. Weitere Untersuchungen mit der Substanz
U0126 zeigten eine signifikante Hemmung der kontraktilen Effekte von Cabergolin nach
der Blockade der ERK 1/2 Aktivierung (Abb. 30) und ergaben somit, dass die ERK 1/2-
Kinase ebenfalls an der, durch den 5-HT,s-Rezeptor vermittelten, Kontraktion der
Aortenklappe vom Schwein beteiligt ist.

Ubereinstimmend mit der vorliegenden Untersuchung wurde die c-Src Gruppe der
Tyrosinkinasen als ein essentieller friher Schritt bei der 5-HT,a-vermittelten Kontraktion
der Rattenaorta identifiziert (Lu et al., 2008). Die zytosolischen Tyrosinkinasen c-Src
sind ein Mitglied der Src Familie, die Gberwiegend in vaskularem Gewebe vorkommen
(Oda et al., 1999). Auch eine Beteiligung der MEK/ERK Signalkaskade an den 5-HT -
Rezeptor vermittelten Kontraktionseffekten wurde bereits an der Rattenaorta und
Rattenarterien mittels Organbadstudien demonstriert (Watts, 1996; 1998). Es sollte
erwahnt werden, dass diese Signallibertragung teilweise unabhangig von den beiden
klassischen Signalwegen der 5-HT,a-Rezeptor vermittelten Kontraktion — die
Aktivierung der Phospholipase C (PLC) und die Aktivierung von L-Typ Ca*™"-Kanalen -
verlauft (Florian und Watts, 1998).

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen, dass die 5-HT,a-Rezeptor
vermittelte Kontraktion im Herzklappengewebe Uber komplexe Signaliibertragungs-
mechanismen, wie die Src-Tyrosinkinasen und die ERK 1/2 Gruppe der MAPK, verlauft.

Gleichzeitig Ubertragen diese Kinasen Signale, die die ECM-Produktion regulieren.
4.5 Antifibrotische Wirkung von Tergurid

Die Untersuchung der Strukturwirkungsbeziehungen von Cabergolin in der
vorliegenden Arbeit sowie von Pergolid aus vorherigen Studien der Arbeitsgruppe Prof.
Pertz (Gornemann et al. 2008) demonstrieren, dass der Substituent in Position 6 im
Ergolingrundgerist eine wesentliche Rolle fir die pharmakologischen Eigenschaften an

den Serotonin-Rezeptoren vom Typ 2A und 2B spielt. Demnach fuhren kleine
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Substituenten wie eine Methylgruppe in Position 6 zu antagonistischen Eigenschaften
des Ergolinderivates an diesen Rezeptoren (s. Kap. 4.1). Im Einklang mit diesen
Befunden zeigt die Ergolin-Verbindung Tergurid, die eine Methylgruppe als Substituent
an dieser Position hat, ein unterschiedliches pharmakologisches Profil an den
Serotonin-Rezeptoren, verglichen zu Cabergolin und Pergolid. Wie in funktionellen
Studien an Schweinekoronararterien und an Rattenschwanzarterien demonstriert
wurde, ist Tergurid ein Antagonist an 5-HT,x-Rezeptoren (Kekewska et al., 2012; Kren
et al., 2004). Abweichend von diesen Befunden, wurde Tergurid an rekombinanten
humanen 5-HT,5-Rezeptoren als Partialagonist charakterisiert (Newman-Tancredi et al.,
2002b). Wie bereits in Kap. 4.1.1 beschrieben, lassen sich solche Abweichungen in den
ermittelten pharmakologischen Eigenschaften in Experimenten an nativen Rezeptoren
und an rekombinanten transfizierten Rezeptoren durch die Unterschiede in der
Rezeptordichte und in der Rezeptor-Effektor-Kopplung in beiden Systemen erklaren. In
funktionellen Untersuchungen an nativen 5-HT,5-Rezeptoren der
Schweinepulmonalarterie (Jahnichen et al., 2005b; Kekewska et al., 2012) und an
rekombinanten humanen 5-HT.g-Rezeptoren, transfiziert in CHO-Zellen (Newman-
Tancredi et al.,, 2002b), erwies sich Tergurid ebenfalls als Antagonist. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese, dass die GroéRe der Seitenkette in der
Position 6 des Ergolingrundgeristes tber die pharmakologischen Eigenschaften sowohl
an den 5-HT,a- als auch an den 5-HT.g-Rezeptoren und somit Uber das Auftreten
fibrotischer Nebenwirkungen bestimmt, fir Cabergolin bestatigt. Auch fur Tergurid
wurde die Hypothese am Modell der Herzklappeninterstitialzellen Uberprift. Es wurde
untersucht, ob Tergurid Uber ein antifibrotisches Potential auf die Serotonin-induzierten
frihen Merkmale der Fibrose in Interstitialzellen der Herzklappen, wie die Aktivierung
der ERK-Signalwege und die Akkumulation der extrazellularen Matrix (ECM), verfugt.
Die gesteigerte Aktivierung der ERK 1 und 2 Kaskaden ist mit fibrotischen Ereignissen
assoziiert (Galuppo et al., 2011; Muchir et al., 2010; Xu et al., 2002) und stimuliert die
Proliferation der Interstitialzellen (Kap. 3.8). Im Gegensatz zu Serotonin hatte Tergurid
auch bei hohen Konzentrationen (10 uM) keinen Effekt auf die Aktivierung der ERK 1/2-
Kinasen. Des Weiteren war Tergurid in der Lage, die Serotonin-induzierte Aktivierung
der ERK 1/2 deutlich zu hemmen. Die Uberschissige Synthese von Kollagen und
anderen ECM-Bestandteilen ist ein weiteres charakteristisches Merkmal bei fibrotischen
Ereignissen (Nimni, 1983; Wight und Potter-Perigo, 2011). Bei der Untersuchung der
Neusynthese von Kollagen, gemessen durch den Einbau von radioaktiv markiertem L-

Prolin, zeigte Tergurid keine stimulierende Wirkung und verminderte die Serotonin-
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induzierte Uberschissige Kollagensynthese. Diese Ergebnisse zeigen, dass Tergurid im
Gegensatz zu seiner verwandten Substanz Cabergolin keine fibrotischen Eigenschaften
aufweist und dem profibrotischen Effekten von Serotonin entgegenwirkt. Wie in dieser
Arbeit gezeigt wurde, wird sowohl die Aktivierung der ERK 1/2-Kinasen als auch die
Anhaufung der ECM in den Interstitialzellen der Herzklappen durch Aktivierung der 5-
HT.a-Rezeptoren vermittelt. Basierend auf diesen Ergebnissen, ist die Blockade der 5-
HT,a-Rezeptoren der mogliche zugrundeliegende Mechanismus fur die antifibrotischen
Eigenschaften von Tergurid in Herzklappeninterstitialzellen.

Die Ergebnisse der in vitro Untersuchung dieser Arbeit stimmen mit in vivo
Untersuchungen der antifibrotischen Wirkung von Tergurid an anderen pathologischen
Modellen Uberein. So reduzierte Tergurid den Kollagengehalt im Mausmodell der
Hautfibrose und der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose (Dees et al.,, 2011;
Kdnigshoff et al., 2010). Beim Rattenmodell der Monocrotalin-induzierten pulmonalen
Hypertonie hemmte Tergurid die Proliferation und Migration der Glattmuskelzellen der
Pulmonalarterie (Dumitrascu et al., 2011). Im Modell der Bleomycin-induzierten
Lungenfibrose fuhrte die Blockade der 5-HT,a- und der 5-HT,g-Rezeptoren zur
Verminderung der Kollagenexpression und des Kollagengehalts (Fabre et al., 2008).
Beim Modell der Hautfibrose zeigte nur die Blockade der 5-HT,g-Rezeptoren einen
Einfluss auf die Kollagenexpression (Dees et al., 2011).

Die Aktivierung der 5-HT.a- und 5-HT,g-Rezeptoren ist an der Pathogenese der
Herzklappenfibrose, der Lungen-, Nieren- und Leberfibrose, sowie der pulmonalen
Hypertonie beteiligt (Esteve et al.,, 2007; Fabre et al., 2008; Grewal et al., 1999;
Konigshoff et al., 2010; Launay et al., 2002; Marcos et al., 2004; Rothman et al., 2000;
Ruddell et al., 2006; Welsh et al., 2004; Xu et al., 2002). Daher kénnten Substanzen
wie Tergurid, die Uber antagonistische Eigenschaften an 5-HT,a- und 5-HTg-
Rezeptoren verfiigen, moglicherweise bei der Pravention und Therapie von Serotonin-
vermittelten Fibrose-Erkrankungen eingesetzt werden. So wurde fur Tergurid 2007 in
Europa und 2008 in den USA der Status als Orphan drug zur Behandlung der
pulmonalarteriellen Hypertonie (PAH) verliehen (European Medicines Agency, 2007;
Frumkin, 2012). Die antifibrotischen Eigenschaften von Tergurid, erfasst im Modell der
Herzklappeninterstitialzellen, bestéatigen die Hypothese, dass die Seitenkette in Position

6 der Ergoline eine entscheidende Rolle fur die fibrotischen Nebenwirkungen spielt.
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4.6 Ausblick

Der Wachstumsfaktor TGF-31 ist ein gut bekannter Induktor der Fibrose verschiedener
Organe, einschlie3lich der Herzklappenfibrose (Flanders, 2004; Khan und Sheppard,
2006; Lijnen et al., 2000). Es ist bekannt, dass Serotonin die Expression und die
Freisetzung von TGF-31 in Herzklappeninterstitialzellen erhéht (Jian et al., 2002).
Weiterhin wurde nachgewiesen, dass die Serotonin-induzierte Uberproduktion der ECM
Uber TGF-R1 vermittelt wird (Dees et al., 2011; Jian et al., 2002). Entsprechende
Untersuchungen fir Cabergolin sind bis jetzt nicht durchgefiihrt worden und wirden die
Aufklarung der molekularen Mechanismen der Cabergolin-induzierten
Herzklappenfibrose sinnvoll erganzen.

Die Interstitialzellen erhalten Informationen Uber die Zusammensetzung der ECM und
bauen diese um (remodeling). Dabei setzen die VICs ECM-Abbauenzyme, wie die
Matrix-Metalloproteasen (MMPs), sowie deren endogenen Inhibitoren TIMPs frei
(Dreger et al., 2002). Bei pathologischen Remodeling-Prozessen der ECM, wie bei der
Aortenstenose und bei L&sionen der Herzklappen, wurde ein veréndertes Profil der
MMPs-Enzymexpression und Enzymaktivitat festgestellt (Fondard et al., 2005; Kaden et
al., 2004; Soini et al., 2001). Auch das Gleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs
wurde zur Hemmung der MMPs verschoben und fihrte zur vermehrten Akkumulation
der ECM (Fielitz et al., 2004; Rabkin et al., 2001). Daher wére es von Interesse zu
untersuchen, ob Cabergolin eine Auswirkung auf die Expression und das Gleichgewicht
der MMPs und TIMPs hat.

Die Oberflache der Herzklappen ist bekleidet von Endothelzellen (Valvular endothelial
cells VECs), die analog zu den Endothelzellen an den BlutgefalRen die
Thrombozytenaggregation verhindern (Butcher et al., 2004). Dartber hinaus befinden
sich die VECs in standiger Interaktion mit den VICs sowie mit der hAmodynamischen
und mechanischen Umgebung und beeinflussen den Phanotyp und die Proliferation der
Interstitialzellen sowie deren synthetischen Eigenschaften (Butcher und Nerem, 2006).
Eine Schadigung der Endothelschicht wurde in Herzklappenerkrankungen wie
Herzklappenstenose- und -kalzifizierung gefunden (Butcher und Nerem, 2006;
Matsumoto et al., 2009; Tao et al.,, 2012). Um ein vollstandiges Bild des zustande
kommenden pathologischen Geschehens der Herzklappenfibrose zu erhalten, sollten
die Herzklappenendothelzellen in weiteren Untersuchungen der Cabergolin-induzierten

Herzklappenfibrose miteinbezogen werden.
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Klinische Studien und Berichte zeigten einen Zusammenhang zwischen fibrotischen
Nebenwirkungen an den Herzklappen und der Anwendung von Ergotalkaloid- und
Amphetaminderivaten. Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass weitere
Substanzklassen ebenfalls fibrotische Verdnderungen an den Herzklappen verursachen
konnten, ware die Untersuchung der pharmakologischen Eigenschaften neuer
potentieller Pharmaka an den 5-HT,- und 5-HT,z-Rezeptoren sehr wiinschenswert, um

schwerwiegende Nebenwirkungen zu vermeiden.

105



5. Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Mechanismen der Nebenwirkungen von
Carbergolin und anderen Vertretern der Ergoline zu untersuchen, die zu fibrotischen
Veranderungen der Herzklappen filhren. Herzklappenfibrosen treten insbesondere bei
der Therapie von M. Parkinson auf und fuhren zu Regurgitationen am Herzen und im
weiteren Verlauf zu einer Herzinsuffizienz. Fur die betroffenen Patienten bleibt als
einzige Therapiemdglichkeit derzeit der chirurgische Ersatz der geschadigten
Herzklappen durch kinstliche Herzklappen. Solche pathologische Veradnderungen
wurden auch im Zusammenhang mit anderen Beeinflussungen des serotonergen
Systems beobachtet, wie der Anwendung von Appetitztiglern mit Amphetamin-Struktur
wie z.B. Fenfluramin oder beim Karzinoid-Syndrom, einer Tumorerkrankung mit
Ubermafiig erhéhtem Serotonin-Plasmaspiegel.

Nachdem in einer friheren Veroffentlichung der Arbeitsgruppe Prof. Pertz die
pharmakophore Struktur des Ergolins Pergolid identifiziert wurde, die fur den
Agonismus an 5-HT,a- und 5-HT,g-Rezeptoren verantwortlich ist, wurden im ersten Tell
der vorliegenden Arbeit die pharmakologischen Eigenschaften am 5-HT,A- sowie am 5-
HT.s-Rezeptor von Cabergolin und seiner an der Position 6 modifizierten Derivate
mithilfe von funktionellen Organbadstudien erfasst. Es konnte gezeigt werden, dass die
GroRe der Seitenkette in Position 6 des Cabergolinmolekils Uber die
pharmakologischen Eigenschaften an diesen Rezeptoren bestimmt. Cabergolin sowie
die Derivate mit volumindseren Substituenten verhielten sich wie Agonisten oder
potente Partialagonisten, wohingegen Derivate mit kleinen Substituenten wie 6-
Methylcabergolin zu Antagonismus an beiden Rezeptoren fiihrten. Eine [*°S]GTPyS-
Bindungs-Studie bewies, dass 6-Methylcabergolin die gewiinschten pharmakologischen
Eigenschaften an den D, - und D,s-Rezeptoren beibehielt.

In weiteren Organbadstudien konnte gezeigt werden, dass Cabergolin oder 5-HT
Kontraktionen an isolierten Aortenklappensegeln des Schweins auslosen. Um die
Beteiligung der verschiedenen 5-HT-Rezeptortypen an diesem Effekt von Cabergolin zu
untersuchen, wurden Experimente mit selektiver Rezeptorblockade durchgefiihrt. Dabei
konnte eine Beteiligung des 5-HT,a-Rezeptors an den kontraktilen Effekten in diesem
Gewebe gezeigt werden, nicht jedoch eine Beteiligung von 5-HT.s- und 5-HTg-
Rezeptoren. Die Cabergolin-induzierte Kontraktion der Aortenklappensegel konnte

durch Inhibitoren der ERK 1/2 Kinasen und der Src-Tyrosinkinasen gehemmt werden

106



5. Zusammenfassung

und zeigte somit eine Beteiligung beider intrazellularer Signalwege. Da eine
Beeintrachtigung der korrekten Form und Funktionsfahigkeit intakter Herzklappen durch
die direkten kontraktilen Effekte von 5-HT bereits in der Literatur gezeigt wurde, legt die
vorliegende Arbeit die Vermutung nahe, dass die mechanischen Effekte von Cabergolin
Teil des pathologischen Mechanismus sind.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden Interstitialzellen (VICs) der Aorten- und
Mitralklappe des Schweins isoliert. Die VICs sind fur die Synthese und Umbau der ECM
in den Herzklappen verantwortlich. Eine Ubermalige Akkumulation von ECM-
Komponenten wie Kollagen und Glykosaminoglykan, sowie eine erhéhte
Proliferationsrate der VICs sind charakteristische Merkmale fibrotischer Veranderungen.
Eine Inkubation der VIC’s mit Cabergolin oder 5-HT fuhrte, wie erwartet, zu einer
erhohten Biosynthese von Kollagen und Glykosaminoglykan. Dieser stimulierende
Effekt von Cabergolin war konzentrationsabhangig.

Wahrend einige Veroffentlichungen zu Serotonin- und Fenfluramin-induzierten
fibrotischen Veranderungen eine Beteiligung des 5-HTs-Rezeptors nahelegen, zeigten
die Experimente mit selektiver Rezeptorblockade und Rezeptoraktivierung in dieser
Arbeit, dass zumindest die stimulierenden Effekte auf die ECM nicht durch 5-HT - oder
5-HT.s-Rezeptoren, sondern durch 5-HT,5-Rezeptoren vermittelt werden.

Ein vollstandiges Ausbleiben der erhéhten Biosynthese durch 5-HT,s-Rezeptorblockade
konnte nicht erreicht werden. Das deutet auf einen oder mehrere zusatzliche alternative
Stimulationsmechanismen hin.

Bei der serotonergen Stimulation der ECM-Synthese wird durch die Aktivierung der Src-
Tyrosinkinasen das Signal vom Rezeptor tUbertragen. Obwohl 6-Methylcabergolin sich
als ein 5-HT,a- und 5-HT,z-Antagonist erwiesen hatte, zeigte die Substanz trotzdem
einen stimulierenden Effekt auf die ECM-Synthese. Das deckt sich mit der Vermutung,
dass zusatzliche Mechanismen an der Entstehung einer Herzklappenfibrose beteiligt
sind, da die Wirkung von 6-Methylcabergolin deutlich schwacher als im Vergleich zu
Cabergolin ausfiel.

Cabergolin fuhrte zu einer konzentrationsabhéangigen Erhéhung der Phosphorylierung
der ERK 1/2 Kinasen. Die Aktivierung der ERK-Signalwege ist ein friiher Schritt bei
fibrotischen Prozessen der Herzklappen und wird durch 5-HT,a- und 5-HTgg-
Rezeptoren in den VICs vermittelt. Die Proliferationsrate der VICs wurde durch eine
Inkubation mit Cabergolin oder 5-HT erhoht. Der Zusatz eines Hemmestoffs der ERK 1/2
Aktivierung verhinderte die Zunahme der Proliferation. Dies zeigt, dass die mitogenen

Signale von Serotonin in den VICs durch ERK 1/2 Kinasen ubertragen werden.
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Tergurid ist ein weiterer Vertreter der Ergoline, der bis jetzt nicht mit Valvulopathien
assoziiert wurde. Die Verbindung war von besonderem Interesse, da sie eine
Methylgruppe als Substituent in Position 6 besitzt und Uber antagonistische
Eigenschaften an den 5-HT,a- und 5-HT,g-Rezeptoren verflgt. Mit Tergurid wurde in
Koinkubationsstudien die profibrotische Wirkung von Serotonin hinsichtlich der
Aktivierung der ERK 1/2 Signalwege und der Kollagenbiosynthese reduziert. Auch
diese Untersuchung bestatigt die Hypothese, dass die Seitenkette in Position 6 des
Ergolin-Grundgeriistes eine zentrale Bedeutung fir die pharmakologischen
Eigenschaften am 5-HT,a- und 5-HT.s-Rezeptor und damit fur die fibrotischen
Veranderungen an den Herzklappen hat.

In der Literatur wird zwar die Aktivierung der 5-HT,g-Rezeptoren als die primare
Ursache fiur die Arzneimittel-induzierten Valvulopathien betrachtet. In der vorliegenden
Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass auch der 5-HT,a-Rezeptortyp ein
fibrotisches Potential hat. Dariiber hinaus zeigte die Untersuchung der Cabergolin-
induzierten friihen fibrotischen Veranderungen in VICs, dass es weitere Mechanismen

geben muss, Uber die Ergoline eine Herzklappenfibrose auslosen kdnnen.
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6 Summary

The aim of this study was to examine the side effect mechanisms of cabergoline and
other ergoline compounds that cause fibrotic changes in heart valves. Heart valve
fibrosis occurs during treatment of Parkinson’s disease and may cause regurgitation
and even heart failure. To this date, surgical replacement with artificial valves is the only
long term treatment option for patients with diseased heart valves. These pathological
changes were observed in association with other influences on the serotonergic system
such as the use of appetite suppressants like fenfluramine and with the carcinoid
syndrome, a tumour disorder causing high serotonin plasma levels.

The molecular fragment of pergolide responsible for its agonism at the 5-HT,, and 5-
HT.s receptors was identified in a previous study by the group of Prof. Pertz. In the
initial part of the present study, the pharmacological properties of cabergoline and its
derivatives with modified N(6)-substituents were determined both at 5-HT,, and 5-HTg
receptors using functional organ bath assays. It has been shown that the size of the
side chain at N(6) in the molecule of cabergoline plays a crucial role for its
pharmacological properties at these receptors. Cabergoline and its derivatives with
bulky moieties behaved as agonists or high potency partial agonists, whereas
derivatives with smaller moieties such as 6-methylcabergoline led to antagonism with
both receptors. 6-Methylcabergoline retained the desired pharmacological properties at
D, und D,s receptors relative to cabergoline as shown in a [*>S]GTPyS-binding assay.
Further organ bath assays demonstrated that cabergoline or 5-HT induce contractions
in isolated porcine aortic valves. Experiments with selective receptor inhibition were
performed in order to determine the 5-HT-receptor type involved in the contractile effect
of cabergoline. The 5-HT,a receptor but not the 5-HT,5 or 5-HT,g receptors, was shown
to participate in this effect. Cabergoline-induced contraction of aortic valve cusps was
reduced in the presence of selective inhibitors of Erk 1/2 kinase and Src-tyrosine-
kinase, which showed the involvement of both intracellular signalling pathways. It has
been demonstrated by others that the contractile effects of 5-HT lead to functional
impairment and changes in the correct geometry of the valves. Thus the present study
suggests a participation of the mechanical effects of cabergoline in the pathological
mechanism.

In the second part of this study, interstitial cells (VICs) were isolated from aortic and

mitral porcine valves. VICs are responsible for the production and turnover of the ECM
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in heart valves. An excessive accumulation of ECM components such as collagen and
glycosaminoglycan and high proliferation of VICs are a hallmark pathological feature of
fibrosis. As expected when incubated with cabergoline or 5-HT the biological synthesis
of collagen and glycosaminoglycan in VICs was increased. The stimulatory effect of
cabergoline was concentration-dependent.

While some publications dealing with the fibrotic changes induced by serotonin and
fenfluaramine point out the involvement of the 5-HT,s receptor, in this research
experiments carried out with selective receptor inhibition and activation, indicate that at
least the stimulatory effect on the ECM is mediated neither by 5-HT;g nor by 5-HT,g
receptor, but by 5-HT,a receptors. However, the blockade of the 5-HT,a receptor failed
to induce a total decrease in elevated ECM biosynthesis. This suggests the presence of
one or more additional alternative mechanisms of stimulation.

The transmission of the signal from the receptor was mediated by activation of the Src-
tyrosine kinase during the serotonergic stimulation of the ECM synthesis by 5-HT.
Although 6-methylcabergoline acted as an antagonist at 5-HT,x and 5-HT,g receptors it
showed a stimulatory effect on ECM synthesis. This is in good agreement with the
suggestion of one or more additional mechanisms that must be present for the
occurrence of heart valve fibrosis given that the effect of 6-methylcabergoline appeared
to be less pronounced compared to cabergoline.

Cabergoline increased the phosphorylation of the Erk 1/2 kinases in a concentration-
dependent manner. The Erk 1/2 activation is an early step in fibrosis and was mediated
by 5-HT,n and 5-HT,g receptors. The proliferation rate of VICs was increased after
incubation with cabergoline or 5-HT. The addition of an inhibitor of the Erk 1/2 activation
prevented the increase of the proliferation. This shows that in VICs the mitogenic
signaling of serotonin is mediated by Erk 1/2 kinases.

Terguride is another ergoline compound that has so far not been linked to valvulopathy.
This compound was of special interest, as it possesses a methyl substituent at N(6) and
an antagonistic activity at the 5-HT,5 and 5-HT,g receptors. In co-administration studies,
terguride was capable of reducing the fibrotic effects of 5-HT in terms of activation of
Erk 1/2 kinases and synthesis of collagen. This effect of terguride in VICs also
confirmed the hypothesis of a crucial role of the moiety at position 6 in the ergoline
skeleton for the pharmacological properties at 5-HT,4 and 5-HT,g receptors and thus for
fibrotic heart valve disease.

In literature, activation of 5-HT,g receptors is considered to be the main cause for drug-

induced valvulopathy; nevertheless, the fibrotic potential of 5-HT, receptor activation
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has clearly been demonstrated in the present study. Moreover, this study on
cabergoline-induced early fibrotic changes in VICs shows that other mechanisms of

development of heart valve fibrosis by ergolines may exist.
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