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1 5-HT und 5-HT-Metabolismus
1.1 5-HT - ein vielseitiges biogenes Amin

1947 wurde im Rinderserum eine auf BlutgefalRe vasokonstriktorisch wirkende Substanz
in hoher Konzentration entdeckt und isoliert (Rapport et al., 1947; Rapport et al., 1948).
Zuerst war nur diese tonusbeeinflussende Aktivitat bekannt, weshalb sich schnell der
Name Serotonin einbirgerte (Rapport et al., 1948). Recht bald wurde jedoch klar, dass
Serotonin identisch mit der schon friiher in den enterochromaffinen Zellen des
Gastrointestinaltraktes gefundenen, ebenfalls Kontraktionen auslésenden Substanz
Enteramin ist (Erspamer, 1946; Erspamer & Asero, 1952). Die in den folgenden Jahren
betriebene Strukturaufklarung zeigte, dass es sich bei dieser Substanz um einen
decarboxylierten und hydroxylierten Tryptophanabkdmmling, das 5-Hydroxytryptamin
(5-HT) handelt (Rapport, 1949). 1951 konnte schlie3lich auch der Syntheseweg bestimmt
werden (Hamlin & Fischer, 1951).

1964 wurde Serotonin/Enteramin auch in den Neuronen des Hirnstamms nachgewiesen,
wo es als Neurotransmitter wirkt (Dahlstrom & Fuxe, 1964; Fuxe, 1965; Weber & Horita,
1965). Dies ist wohl die bekannteste Funktion dieses Amins. Inzwischen ist klar, dass
5-HT auch ein wichtiger Botenstoff in der Hamostase, der Ontogenese oder der
Immunantwort ist. Da 5-HT nun aber nicht nur als tonusregulierende Substanz im Blut
beziehungsweise enteral vorkommt, sondern auch in anderen Organen und Geweben an
sehr vielfaltigen physiologischen und biochemischen Prozessen beteiligt ist, sind die
Bezeichnungen Serotonin und Enteramin inzwischen eher als Trivialnamen gebrauchlich.

Trotz der intensiven Arbeiten in den letzten sechzig Jahren ist das Forschungsgebiet
,9-HT* noch bei weitem nicht erschopft. Das liegt vor allem an der groRen Komplexitat des
5-HT-Rezeptorsystems (Abschnitt 1.2.1), und am 5-HT-Katabolismus, der vielfaltige
Regulationsmoglichkeiten bereit halt (Abschnitt 1.1.4 und 1.3.7.2). Aber selbst die recht
einfach aufgebaute 5-HT-Synthese offenbarte erst vor Kurzem, dass nicht ein, sondern
zwei Enzyme organabhangig den geschwindigkeitsbestimmenden Syntheseschritt kataly-
sieren (Abschnitt [.1.2 und [.1.3).

1.2 Die 5-HT-Biosynthese

5-HT wird in einer relativ kurzen Reaktionsfolge aus der natirlich vorkommenden und
proteinbildenden, fir Sauger essentiellen aromatischen Aminosaure Tryptophan (Trp)
gebildet (Abbildung I.1).

Im ersten Schritt wird der Indolring des Trp an Position 5 hydroxyliert, es entsteht
5-Hydroxytryptophan (5-HTP). Diese Reaktion wird, je nachdem wo die Synthese statt-
findet, durch die Enzyme Tryptophan-Hydroxylase (TPH) 1 oder 2 (EC 1.14.16.4) kataly-
siert (siehe auch Abschnitt 1.3). TPH1 und TPH2 sind die geschwindigkeitsbestim-
menden Enzyme der 5-HT-Biosynthese und gelten daher auch als deren Marker. Beide
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Enzyme enthalten Eisen (Fe*") und benétigen Tetrahydrobiopterin als Kofaktor, um die
Reaktion mit molekularem Sauerstoff einzuleiten.

5-HTP wird anschlieBend zum Amin decarboxyliert. Katalysiert wird dieser Schritt durch
die Aromatische-Aminosaure-Decarboxylase (AAAD, EC 4.1.1.28) mit Pyridoxalphosphat
und Pyrrolochinolinochinon als Koenzyme. AAAD bewirkt nicht nur die Decarboxylierung
von 5-HTP zu 5-HT, sondern ist auch an der Biosynthese anderer Amine, z.B. Tryptamin
und Dopamin, beteiligt (Jung, 1986; Uchida et al., 1992).

c/OH

TPH1/TP H2 AAAD

Tryptophan 5-Hydroxytryptophan 5-Hydroxytryptamin
(Trp) (5-HTP) (5-HT)

Abbildung 1.1: Die 5-HT-Biosynthese.
TPH katalysiert im ersten Schritt die Hydroxylierung von Trp zu 5-HTP. Im zweiten Schritt
katalysiert AAAD die Decarboxylierung von 5-HTP zu 5-HT.

1.3 TPH1 und TPH2 - gewebespezifische 5-HT-Synthese

Schon seit langem gibt es in der Literatur Hinweise auf das Vorkommen von mehr als
einer TPH-Form. So unterschieden sich zum Beispiel die physikalisch-chemischen
Eigenschaften von aus Hirnstamm und Epiphyse isolierter TPH (Kim et al., 1991; Cash et
al., 1985). Andere Studien wiederum zeigten ein 150fach gréfleres mRNA-Protein-
Verhaltnis in der Epiphyse als in den Raphe-Kernen (Dumas et al., 1989; Hart et al., 1991;
Austin et al., 1999). Gewebespezifische Unterschiede wurden aulerdem bei TPH-Anti-
kérpern offenkundig, welche das Enzym entweder nicht in allen 5-HT-synthetisierenden
Geweben detektieren konnten (Hasegawa et al., 1987), oder, je nach verwendetem
Gewebe, Proteine unterschiedlicher Grofie erfassten (Chung et al., 2001; Haycock et al.,
2002). Als Ursache dieser Phanomene wurde neben alternativem Splicing, daraus
resultierender unterschiedlicher Translationseffizienz und/oder mRNA-Stabilitat, be-
ziehungsweise posttranslationalen Modifikationen, zum Beispiel Phosphorylierungen,
auch eine zweite TPH-Isoform diskutiert. Jedoch konnte die Existenz eines zweiten tph-
Genes lange Zeit nicht bewiesen werden.

Erst die Erstellung TPH-defizienter Mause zeigte deutlich, dass es eine zweite
Tryptophan-Hydroxylase gibt. Da 5-HT eine Rolle in der Ontogenese (siehe auch Ab-
schnitt 1.3.1) spielt, war erwartet worden, dass ein Knockout des fph-Gens lethal ist,
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zumindest aber schwere neuronale Schaden hervorruft. Grundlage dieser Erwartung
waren auch die Effekte, die bei einer Dysfunktion der beiden anderen Mitglieder der
Familie der Aromatischen Aminosaure Hydroxylasen auftreten. Die Tyrosin-Hydroxylase
(TH, EC 1.14.16.2) katalysiert die Umwandlung von Tyrosin zu L-Dihydroxyphenylalanin
(L-DOPA), welches dann unter anderem zu dem Neurotransmitter Dopamin und den
Hormonen Adrenalin und Noradrenalin verstoffwechselt wird. Dopaminmangel gilt als
Ursache des Parkinson-Syndrom. Der TH-knockdown im Mittelhirn mittels RNAi bewirkt
Verhaltensstérungen (Hommel et al, 2003), der Knockout des th-Gens wirkt schon im
Embryonalstadium lethal (Zhou et al., 1995). Das Fehlen der Phenylalanin-Hydroxylase
(PAH, EC 1.14.16.1), welche Phenylalanin in Tyrosin Uberflihrt, ist eine relativ haufige
Enzymopathie, die sogenannte Phenylketonurie. Sie ist zwar nicht tddlich, bei
unbehandelten Kindern treten jedoch durch eine Aufstauung des Phenylalanins und
dessen Umwandlungprodukt Phenylpyruvat, welche den Ketonkdérpertransport ins Hirn
und damit dessen Energieversorgung blockieren, schwere irreversible Hirnschadigungen
auf.

Trotz dieser markanten Phanotypen bei TH- oder PAH-Defizienz zeigten tph-Knockout-
Mause keine offensichtliche Stérungen oder gar Letalitdt. Eine genaue Analyse der
verschiedenen Organe auf 5-HT zeigte, dass die TPH-KO-Tiere normale 5-HT-
Konzentrationen im Gehirn aufwiesen. Als Ursache dieses 5-HT konnte kurze Zeit spater
ein zweites tph-Gen identifiziert werden (Walther et al., 2003a).

Die altbekannte TPH-Form wird nun als TPH1, die neu entdeckte TPH2 genannt. Die
beiden Isoenzyme zeigen eine hohe Sequenzhomologie zueinander (beim Menschen
71%), bendtigen die gleichen Ko-Faktoren, unterscheiden sich aber in ihrer Lage im
Genom und den physikalisch-chemischen Eigenschaften (Walther et al., 2003b). TPH1
gilt als die periphere TPH-Variante und bildet 5-HTP in den extraneuronalen Geweben,
zum Beispiel in den enterochromaffinen Zellen im Duodenum, aber auch in der Epiphyse,
wahrenddessen TPH2 in neuronalen Zellen im Hirn und auch im enterischen
Nervensystem exprimiert wird.

1.4 Der 5-HT-Katabolismus

5-HT kann Uber mehrere Wege abgebaut werden. Die drei wichtigsten werden in
Abbildung 1.2 dargestellt.

Die oxidative Deaminierung des 5-HT durch die Monoamin-Oxygenasen fiihrt zu 5-Hy-
droxyindolacetaldehyd. Man kennt zwei Monoaminoxygenasen: Typ A (MAO A) und Typ
B (MAO B, EC 1.4.3.4). MAO A vermittelt den 5-HT-Abbau im Hirn, wahrend MAO B
hauptsachlich im Blut vorkommt, und dort 5-HT degradiert. 5-Hydroxyindolacetaldehyd
wird anschlielend zu 5-Hydroxyindolacetat (5-HIAA) umgewandelt und mit dem Urin
ausgeschieden.

Durch N-Acetylierung (Arylalkylamin-N-Acetyltransferase, AANAT, EC 2.3.1.87) und
anschlielende O-Methylierung (Acetylserotonin-O-Methyltransferase, EC 2.1.1.4) des
5-HT wird in der Epiphyse, aber auch in einigen Gehirnregionen und der Retina,
Melatonin hergestellt. Dieses Amin wird Uber eine 6-Hydroxylierung katabolisiert, und das
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Produkt Gber die Nieren ausgeschieden.

5-Hydroxytryptamin

(6-HT)
MAO A/B IDO AANAT
5-Hydroxyindol- N-Formyl-5- N-Acetyl-5-
acetaldehyd Hydroxykynurenamin Hydroxytryptamin
5-Hydroxy- Melatonin
indolacetat l l
l Urin
6-Hydroxy-
Urin melatonin
Abbildung 1.2: Der 5-HT-Katabolismus. l
Es sind die drei wichtigsten Abbauwege dargestellt: der Abbau Urin

Uber MAO, der Abbau Uber den Kynureninweg und die
Melatoninsynthese. Nahere Erlduterungen in Abschnitt 1.1.4.

Ein weiterer Abbauweg beginnt mit der Uberfihrung des 5-HT zu Formyl-5-
hydroxykynurenamin durch Spaltung des Indol-Flnfrings. Diese Reaktion wird durch das
Enzym Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO, 1.1.11.42) katalysiert, welches auch andere
Indolamine wie zum Beispiel Tryptophan, Melatonin und 5-Hydroxytryptophan umsetzen
kann. Formyl-5-hydroxykynurenamin wird weiter entlang des Kynureninweges, dem
Katabolismus des Tryptophans, abgebau und ausgeschieden. Jedoch kann 5-HT nicht
wie Tryptophan zu NAD*/NADP* umgesetzt werden.

2 Signalvermittlung durch 5-HT
2.1 5-HT-Rezeptoren

Hinweise darauf, dass mehr als ein Rezeptor die physiologischen Effekte des 5-HT
vermittelt, und eine erste Klassifizierung dieser 5-HT-Rezeptoren gab es schon Ende der
1950er Jahre. Die Einteilung in M- und D-Rezeptoren (antagonisiert durch Morphin bzw.
Dibenzylin) durch Gaddum und Picarelli (1957) wurde aber aufgrund der nichtspezifischen
Effekte der diskriminatorischen Liganden auf andere Neurotransmittersysteme recht bald
wieder verworfen (Lewis, 1960; Day und Vane, 1963). Mit der Einfuhrung der
Radioliganden-Bindungstechnik in den 1970er Jahre (Bennet und Snyder, 1976; Peroutka
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und Snyder, 1979) konnten die pharmakologischen Eigenschaften der Rezeptoren
deutlich praziser bestimmt werden. Die molekularbiologischen Methoden ab den 1980er
Jahren flhrten dann zur Entdeckung vieler weiterer 5-HT-Rezeptoren, und auf Basis der
gewonnenen Aminosauresequenz- und Genstrukturdaten zu einer Neuordnung der 5-HT-
Rezeptorklassifikation.

Inzwischen sind insgesamt 14, durch unterschiedliche Gene kodierte 5-HT-Rezeptoren
bekannt (bislang nicht klonierte, also putative Rezeptoren wie den 5-HT4r nicht
mitgerechnet), welche aufgrund Ubereinstimmender Aminosauresequenzen, Genorgani-
sation, pharmakologischer Eigenschaften und der Kopplung mit second-messenger-
Reaktionswegen einer von sieben Familien zugeordnet werden (Barnes and Sharp,
1999). Modifikationen, wie zum Beispiel alternatives Splicing (5-HT4- und 5-HT;-
Rezeptor), mRNA-Editing (5-HT,c-Rezeptor) und Homo- und Heterodimerisierung
(5-HT1g/1p-Rezeptor) erhdhen diese Vielfalt noch zusatzlich (Hoyer et al., 2002).

Bis auf den 5-HT3;-Rezeptor, welcher ein Liganden-gesteuerter lonenkanal ist, gehdéren
alle 5-HT-Rezeptoren zur Superfamilie der metabotropen, also G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren, und zeigen die fiir diese Superfamilie typische, aus sieben Transmem-
brandomanen aufgebaute Tertiarstruktur. In Abbildung 1.3 sind Signalwege dargestellt,
welche durch die verschiedenen 5-HT-Rezeptoren aktivieren werden kdnnen. Fir die
Rezeptoren 5-HTsy und 5-HTsg liegen bislang noch keine gesicherten Daten zur
Signaltransduktion in nativen Systemen vor. Die Signaltransduktionsdaten zu diesen
Rezeptoren stammen aus rekombinanten Systemen und werden deshalb in Abbildung 1.3
nicht mit aufgezeigt.

Es sollte jedoch nicht unerwahnt bleiben, dass eine Reihe der Rezeptoren nicht nur mit
den in der Abbildung 1.3 angedeuteten Signalwegen koppelt, sondern mit weiteren
Systemen verbunden ist und dabei auch gegensatzliche Reaktionen auslésen kann. So
aktiviert zum Beispiel der 5-HT x-Rezeptor die Adenylat-Cyclase nicht nur, er kann sie in
einigen Zellen auch inhibieren, ebenso wie die Phospholipase C durch diesen Rezeptor
sowohl aktiviert als auch inhibiert werden kann. 5-HT-Rezeptoren lassen sich aber auch
auf verschiedene Weisen selbst regulieren. Phosphorylierungen an intrazellularen
Domanen durch Serin- und Threonin-Kinasen beeinflussen die Interaktionen mit G- und
anderen Proteinen (eine Ubersicht bietet Raymond et al., 2001).

Diese Vielfalt und Komplexitat der 5-HT-Rezeptoren und der an sie anschliellenden
Signaltransduktionswege sind Basis fir das groRe Spektrum an physiologischen
Reaktionen, welches 5-HT vermittelt. Einige der 5-HT-Rezeptoren wurden bereits
experimentell in Mausen deletiert: 5-HT,4 (Parks et al., 1998), 5-HT.s (Ramboz et al.,
1996), 5-HT,a (Fiorica-Howells et al., 2002), 5-HT,5 (Nebigil et al., 2000), 5-HT,c (Tecott
et al., 1995), 5-HT; (Zeitz et al., 2002), 5-HT, (Compan et al., 2004), 5-HTss (Grailhe et
al., 1999) und 5-HT; (Hedlund et al., 2003). Dass die meisten der Knockout-Mause keine
schweren oder letalen Phanotypen oder Abnormalitdten zeigen, liegt wahrscheinlich
daran, dass die Rezeptoren jeweils nur einen kleinen Ausschnitt der 5-HT-Effekte
vermitteln. Eine andere Herangehensweise zur Untersuchung der 5-HT-vermittelten
Effekte ist die Deletion eines 5-HT-synthetisierenden Enzyms und damit die Erstellung
(partiell) 5-HT-defizienter Mause, deren Phanotyp in dieser Arbeit genauer untersucht
werden sollte.
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Abbildung 1.3: Die typischen Signalwege der verschiedenen 5-HT-Rezeptorsub-
typen.

Die Rezeptoren 5-HT,4, 5-HTs und 5-HT; aktivieren typischerweise die Adenylat-Cyclase
(AC) Uber die Choleratoxin-sensitiven Gs-Proteine, was zu einem Anstieg der Konzen-
tration des 3'-5‘-cyclischen AMP (cAMP) und der Aktivierung der Proteinkinase A (PKA)
fuhrt. 5-HT-Rezeptoren hemmen dagegen die AC Uber Pertussistoxin-sensitive Gi-Prote-
ine. 5-HT,-Rezeptoren aktivieren durch G4-Proteine die Phospholipase C (PLC), welche
wiederum Phosphatidyl-Inosit-4,5-Bisphosphat (PIP,) in Diacylglycerol (DAG) und Inosit-
1,4,5-Trisphosphat (IP3) aufspaltet. DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC), wahrend IP;
die Konzentration des intrazelluldren Ca?* erhoht. (modifiziert nach Hoyer et al., 2002;
Raymond et al., 2001)

2.2 5-HT-Transport und Speicherung

Um eine schnelle und gezielte Signalvermittlung zu erreichen, wird 5-HT nach der
Synthese in speziellen Zellkompartimenten gespeichert, um es dann auf einmal und in
hoher Konzentration in den interzellularen Raum zu entlassen.
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Am besten ist dieser Mechanismus wohl an den Synapsen der 5-HT-synthetisierenden
Neuronen untersucht worden (Kelly, 1993): neu synthetisiertes 5-HT wird durch den
Vesikularen Monoamintransporter Typ 2 (VMAT 2) in sekretorische Vesikel an den
Nervenendigungen gepackt. Das Eintreffen eines Aktionspotential an die Nervenendigung
fuhrt zum Offnen spannungsempfindlicher Ca®*-Kanale. Der intrazelluldre Ca®*-Anstieg
I6st wiederum die (recht komplex ablaufende) Fusion der Vesikel mit der Plasmamembran
aus. Bei dieser Fusion gelangt das 5-HT in den synaptischen Spalt und kann dort 5-HT-
Rezeptoren auf der Plasmamembran der postsynaptischen Zelle stimulieren, wodurch das
Signal auf diese Zelle Ubertragen wird. Der groRte Teil des ausgeschitteten 5-HT wird
Uber den Serotonin Reuptake Transporter (SERT) von der prasynaptischen Zelle wieder
aufgenommen, zur Wiederverwendung in der SignalUubermittlung erneut in Vesikel
verpackt, oder von der MAO A abgebaut (Abbildung 1.4). Auf dhnliche Weise wird 5-HT
auch in den Neuronen des enterischen Nervensystems gespeichert, freigesetzt und
wiederverwendet.

Uber 90 % des 5-HT des Kérpers befinden sich in den enterochromaffinen Zellen des
Gastrointestinaltrakt. Die 5-HT-Synthese wird hier jedoch durch TPH1 vermittelt, und die
Vesikelfusion kann in den enterochromaffinen Zellen auch durch mechanische Stimulation
ausgelost werden (Abschnitt 1.3.4.2). Das ausgeschittete 5-HT wird von den
enterochromaffinen Zellen durch den SERT und den Vesikularen Monoamintransporter
Typ 1 (VMAT 1, Weihe et al., 1994) wieder aufgenommen.

Ein weiterer Ort, an dem 5-HT in hoher Konzentration gespeichert wird, sind die ,Dichte
Granula“ genannten Vesikel in den Thrombozyten im Blut. Obwohl in Thrombozyten TPH-
mRNA nachgewiesen werden konnte (Champier et al., 1997), scheinen sie das 5-HT, das
sie speichern, nicht selbst herzustellen. Die ermittelte Syntheserate reicht bei weitem nicht
aus, um die in den Thrombozyten gefundenen 5-HT-Mengen herzustellen. Vielmehr
nehmen sie das 5-HT, das durch die enterochromaffinen Zellen des Gastrointes-
tinaltraktes in den Blutkreislauf abgegeben wurde, durch SERT und VMAT2 auf (Ormsbee
& Fondacaro, 1985; Launay et al., 1994). Aber auch eine Vorbeladung durch die
Megakaryozyten, von denen sich die Thrombozyten im Knochenmark abschniren, ist
denkbar.

Die 5-HT-Freisetzung aus den Thrombozyten ist unter anderem Teil der Hdmostase, und
wird in den Abschnitten 2.3 und 3.1 naher besprochen. Ausgeschittetes 5-HT wird Uber
den SERT und den VMATZ2 von den Thrombozyten wieder aufgenommen, oder von der
im Plasma enthaltenen MAO B abgebaut.

Bis auf den VMAT1 sind von allen genannten 5-HT-Transportern und von Mao B
inzwischen knock-out-Mause erstellt worden (SERT: Bengel et al., 1998; Vmat2:
Takahashi et al., 1997; Fon et al., 1997; Wang et al., 1997; Mao B: Grimsby et al., 1997).
Mao A defiziente Mause wurden zufallig durch Integration eines Transgens gewonnen
(Cases et al, 1995). Alle diese Tiermodelle zeichnen sich durch Verhaltensstérungen aus.
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Abbildung 1.4: Die elementaren Vorgdnge an Synapsen 5-HT-synthetisierender
Neuronen.

(A) Trp wird in die Nervenendigungen geleitet, von TPH2 und AAAD in 5-HT
umgewandelt, und von VMAT2 in Vesikel transportiert. (B) Ein ankommendes Ak-
tionspotential bewirkt den Einstrom von Ca?* in die prasynaptische Zelle, was zum Ver-
schmelzen der Vesikel mit der Plasmamembran fuhrt. Dabei wird 5-HT in den
synaptischen Spalt entlassen. (C) 5-HT bindet an 5-HT-Rezeptoren auf der Oberflache
der postsynaptischen Zelle und Ubertragt so das Signal auf diese Zelle. Der Bindung an
den ionotropen 5-HT3;-Rezeptor folgt eine neuronale Depolarisation durch Kationen-
durchtritt, alle anderen 5-HT-Rezeptoren flihren die Signalweiterleitung tUber G-Proteine
aus. (D) Durch Bindung an 5-HT4- oder 5-HTqg-Rezeptoren auf prasynaptischer Seite
erfolgt aullerdem eine Regulation der 5-HT-Freisetzung. (E) Ein Teil des 5-HT diffundiert
aus dem synaptischen Spalt. Der weitaus grofRere Teil wird jedoch Uber den SERT von
der prasynaptischen Zelle wieder aufgenommen. Es folgt eine Recyclierung durch
erneutes Verpacken durch den VMAT2 in Vesikel oder der Abbau durch MAO A in den
Mitochondrien.

2.3 Intrazellulare Wirkungsweise

Neben der Wirkungsweise Uber die verschiedenen 5-HT-Rezeptorsubtypen kann 5-HT
auch intrazellular und rezeptorunabhangig an der Signalvermittlung teilnehmen. Dieser
~Serotonylierung“ genannte Effekt wurde erst vor kurzem in unserer Arbeitsgruppe
entdeckt (Walther et al., 2003c).

Grundlage dieser Signaltransduktion ist eine Transglutaminasereaktion. Trans-
glutaminasen verknipfen normalerweise Proteine miteinander, indem sie eine kovalente
Verbindung zwischen der y-Carboximidgruppe von Glutaminresten und der e-Amino-
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Gruppe von Lysinresten in Ca?*-abhéngiger Weise schaffen (Greenberg et al., 1991).
Statt des Lysins kénnen Transglutaminasen aber auch andere einfache Amine, zum
Beispiel 5-HT verwenden. Die kovalente Anbindung von 5-HT an Proteine kann deren
Eigenschaften verandern. Bekannt ist zum Beispiel die Erh6hung der Adhesionsfahigkeit
des von Willebrand-Faktors (VWF) durch kovalent gebundenes 5-HT (Dale et al., 2002;
Szasz & Dale, 2002).

Intrazellular spielen Transglutaminasereaktionen eine Rolle bei der Stabilisierung von
Synapsen (Citron et al., 2000) und der Apoptose (Melino et al., 1994). Die Einbindung
einer Transglutaminasereaktion in Signalwege war bislang allerdings nur von einigen
bakteriellen Toxinen bekannt: Die beiden bakteriellen Toxine Bordetella dermonecrotic
toxin (DNT) und Escherichia coli cytotoxic necrotizing factor (CNF) kénnen kleine
GTPasen, zum Beispiel Rac1, RhoA und Cdc42 auf diese Weise kovalent modifizieren
(Schmidt et al., 1997 und 1999; Aktories et al., 2000; Masuda et al., 2000; Doye et al.,
2002). Dadurch verlieren diese GTPasen ihre intrinsische GTPase-Aktivitat, kdnnen
gebundenes GTP also nicht mehr spalten. Sie bleiben konstitutiv aktiv und geben daher
standig Signale an nachgeschaltete Effektormolekiile weiter.

Exozytose

o-Granule

Cytoskelett-
formung

Abbildung 1.5: 5-HT-vermittelte Exozytose der a-Granula von Thrombozyten.

Nur die konzertierte Erhdhung der intrazelluldren Ca?*- und 5-HT-Konzentration
ermdglicht die kovalente Bindung des 5-HT an die kleinen GTPasen Rab4 und RhoA
durch die Transglutaminase. Als Folge dessen sind Rab4 und RhoA konstitutiv aktiv und
vermitteln die Exozytose der a-Granula, was schliellich zur Aggregation der Throm-
bozyten fuhrt. Naheres in Abschnitt 1.2.3.

Neu ist hingegen die Erkenntnis, dass die Modifikation von kleinen GTPasen durch
Transglutaminasen auch in hdéheren Organismen ein normaler Mechanismus in der
Signaltransduktion ist, und nicht nur durch Bakterien genutzt wird. Die Verwendung von
5-HT als Reaktionspartner, der erst einmal im Cytosol zur Verfiigung gestellt werden

9
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muss, bietet eine gute Kontrolle Gber die Aktivierung von Signalwegen.

Abbildung 1.5 zeigt die Serotonylierungsreaktion innerhalb der Signaltransduktion, die zur
Ausschittung der a-Granula der Thrombozyten fihrt. 5-HT aus den dichten Granula des
selben oder anderer Blutplattchen wirkt auf zweierlei Weise auf einen Thrombozyten ein.
Uber die Interaktion mit dem 5-HT,a-Rezeptor in der Plasmamembran wird der intra-
zelluldre Ca**-Spiegel erhoht. Der SERT transportiert 5-HT ins Cytosol. Sowohl die hohe
Ca*-Konzentrationen als auch das cytosolische 5-HT sind Voraussetzungen fiir die
Transglutaminasereaktion, Uber die die kleinen GTPasen RhoA und Rab4 aktiviert
werden, was schlieBlich zur Fusion der a-Granula mit der Plasmamembran fihrt. Die
dabei freigesetzten Proteine (zum Beispiel der von Willebrand-Faktor und P-Selektin) sind
wichtige Komponenten der Adhesion von Thrombozytenaggregaten an verletzte Gefald-
wande.

3 5-HT-vermittelte Effekte

5-HT wirkt im Korper in einer groRen Anzahl an physiologischen Prozessen mit. In diesem
Abschnitt wird eine kurze Ubersicht liber die Prozesse gegeben, die nicht in dieser Arbeit
behandelt werden sollen. Ab Abschnitt 3.2 wird dann die Rolle des 5-HT im Gastro-
intestinaltrakt, im Herz-Kreislauf- und im Immunsystem besprochen.

3.1 5-HT als Neurotransmitter

Zwar wirkt nur ein Bruchteil des 5-HT im Koérper als Neurotransmitter im Gehirn, jedoch ist
es durch die recht komplexe und umfangreiche Morphologie des 5-HT-Systems in sehr
unterschiedliche Hirnfunktionen involviert. Ausgangspunkt dieses Systems sind die zu
verschiedenen Gruppen gebindelten Raphe-Kerne in Mittelhirn, Pons und Medulla
oblongata, welche die 5-HT-synthetisierenden Neuronen enthalten (Dahlstrom & Fuxe,
1964). Von den Raphe-Kernen aus projizieren die Neuronen ihre Axone in nahezu alle
Bereiche des Gehirns, aber auch ins Rickenmark.

Durch diese weitreichende Morphologie kann 5-HT zum Beispiel Appetit und
Nahrungsaufnahme, Nocizeption, Sexual- und maternales Verhalten, Stress, Stimmung,
sowie die Regulation von Schlaf und Kérpertemperatur modulieren (Jacobs et al., 1992).
Des weiteren werden viele Krankheiten und Verhaltensmerkmale wie Alkoholismus,
Migréane, impulsive Aggression, Angstlichkeit und manische Depressionen mit
Veranderungen der 5-HT-Regulation in Verbindung gebracht (Bellivier et al., 1998; Lucki,
1998; Mann et al., 2001; Durham & Russo, 2002). Ein Teil dieser Assoziationen basiert
auf Polymorphismusstudien, in denen das zuerst entdeckte TPH1-Gen untersucht wurde.
Wie jedoch spater festgestellt wurde, wird das TPH1-Gen nicht im Gehirn exprimiert,
stattdessen ist die Isoform TPH2 fir die 5-HT-Biosynthese im Gehirn verantwortlich (siehe
Abschnitt 1.1.3). Die Polymorphismusstudien sind demnach falsch. Trotz allem zeigt
jedoch der Einsatz 5-HT-modulierender Substanzen im klinischen Bereich, dass 5-HT bei
den beschriebenen Verhaltensweisen eine Rolle spielt. Darlber hinaus zeigen aktuelle
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Studien einen Zusammenhang zwischen einem single-nucleotide polymorphism (SNP) im
TPH2-Gen und dem Auftreten von manischer Depression (Harvey et al., 2004; Zill et al.,
2004).

Da 5-HT Vorlaufer des Neurohormons Melatonin ist, welches in der Epiphyse synthetisiert
wird (siehe Abschnitt 1.4), kann ein veranderter 5-HT-Metabolismus auch verschiedene,
Melatonin-gesteuerte physiologische Prozesse beeinflussen (Reiter, 1991). 5-HT scheint
aber auch direkt eine Rolle im circadianen Zeitsystem zu spielen: die Raphe-Kerne stehen
unter visuellem Einfluss und steuern ihrerseits wiederum den Nucleus suprachiasmaticus
(NSC) an, welcher als ,innere Uhr* gilt (Reuss, 1996).

3.2 5-HT in der Ontogenese

Da man 5-HT schon sehr fruh in der Entwicklung des Gehirns detektieren kann, scheint
es an Vorgangen wie Proliferation und Differenzierung beteiligt zu sein (Lauder, 1993;
Hansson et al., 1999; Gaspar, 2003). Auch in der Morphogenese anderer Organe, zum
Beispiel der Augen (Khozhai et al., 1995) und des Herzens (Yavarone et al., 1993; Nebigil
et al., 2000) ist 5-HT involviert. Dabei scheint es sich um Effekte auf neuronaler Ebene zu
handeln.

Daneben spielt 5-HT auch in der praneuronalen Ontogenese eine Rolle. Sowohl 5-HT, als
auch TPH-mRNA und TPH-Protein koénnen schon in embryonalen Stammzellen
nachgewiesen werden (Walther und Bader, 1999). Die Verabreichung von p-Chloro-
phenylalanin (PCPA, ein spezifischer TPH-Inhibitor) fiihrt zu irreversiblen Schaden
wahrend der Embryogenese. An trachtigen Mausen wurde damit eine Abwesenheit der
Cytokinese der Zygoten und eine Hemmung der Zellteilung von noch nicht eingenisteten
Embryonen vom 2-Zellstadium bis zum Morula- und Blastulastadium gezeigt (Khozai et
al., 1995).

3.3 5-HT in der Hamostase

Bei einer Verletzung der BlutgefaRe wird 5-HT aus den dichten Granula der durch Kontakt
zur subendothelialen Matrix aktivierten Thrombozyten ausgeschittet. 5-HT bewirkt eine
Gefalverengung, verlangsamt den Blutfluss und unterstiitzt dadurch die Thrombusbildung
(Soslau et al., 1997). Neben diesem vaskularen Effekt flihrt das ausgeschittete 5-HT aber
auch Uber rezeptorabhangige und —unabhangige Signaltransduktion zur Sekretion der
a—Granula und damit zur Freisetzung des von Willebrand-Faktor, welcher wiederum die
Thrombozytenadhasion an subendotheliale Matrixproteine vermittelt (siehe auch Abschnitt
2.3).

Die 5-HT-defizienten TPH1-/- Tiere, aber auch beige-Mause, eine spontane Mutation
innerhalb der Linie C57BL/6, welche eine verminderte 5-HT-Aufnahme- und Speicher-
kapazitat in den Thrombozyten aufweisen, zeigen daher langere Blutungszeiten, da die
Blutgerinnsel sich ohne den von Willebrand-Faktor nicht an die beschadigte Gefallwand
anheften kénnen. Die Blutplatichenaggregation selbst ist in diesen Tieren jedoch nicht
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beeintrachtigt, da die Blutplattchen im Blutgerinnsel untereinander durch Fibrin vernetzt
werden kénnen, welches aus dem Plasmaprotein Fibrinogen gebildet wird (Holland, 1976;
Walther et al., 2003).

3.4 5-HT im Gastrointestinaltrakt

3.4.1 Der Darm

Die Aufgaben des Darmes sind die Aufarbeitung von Nahrung und die Bereitstellung von
Nahrstoffen flir den gesamten Organismus, sowie die Entsorgung unverdaulicher
Materialien. Wichtige Voraussetzungen fir die optimale Funktion des Darmes sind unter
anderem seine Beweglichkeit, die sowohl der Vermischung der Nahrung mit
Verdauungsenzymen, als auch dem Transport der Nahrung durch den Darm dient, sowie
seine Fahigkeit zur Sekretion von Flissigkeit, welche schleimverdiinnend wirkt, und, in
hoéheren Raten, den Darminhalt weitersplilt.

Sowohl die Beweglichkeit, als auch die Sekretion werden Uber das enterische
Nervensystem (ENS) gesteuert. Zwar ist das ENS mit dem Zentralen Nervensystem
(ZNS) verbunden und kann von ihm auch Impulse erhalten, ebenso wie das ENS Signale
an das ZNS sendet, die in vivo-Versuche Trendelenburgs (Trendelenburg, 1917) und
anderer zeigten jedoch, dass das ENS das Darmverhalten vollig unabhangig vom ZNS
kontrollieren kann, was unter allen Organen einzigartig ist. Das ENS teilt sich in den
myenterischen Plexus (Auerbachs Plexus) zwischen der inneren, ringformigen und der
auleren, longitudinalen glatten Muskulatur, sowie den submucosalen Plexus (Meissners
Plexus) zwischen Muskulatur und Mucosa auf (Abbildung 1.6). Die Anwesenheit von
intrinsischen primaren afferenten Neuronen (intrinsic primary afferent neurons, IPANSs)
ermoglicht es dem ENS, auf intraluminale Bedingungen zu reagieren und enterische
Reflexe zu kontrollieren (Kirchgessner et al., 1992; Furness et al., 1998).

Mucosa
Abbildung 1.6: Aufbau des Darmes. . . Submucosaler Plexus
Der Darm besteht aus zwei Muskel- Ringférmige Muskulatur

schichten und einer Schleimhaut

(Mucosa). Zwischen diesen Schich- + + + Myenterischer Plexus
ten befinden sich die Nervenzellen
des ENS, unterteilt in submucosalen

und myenterischen Plexus.

Longitudinale Muskulatur

Die Mucosa besteht aus Epithelzellen, zwischen denen endokrine Zellen eingebettet sind.
Im Gastrointestinaltrakt finden sich mehr als 16 verschiedene endokrine Zellen (Hakanson
et al., 1978; Anlauf et al., 2003). Im Dlinndarm stellen die enterochromaffinen Zellen die
Mehrheit der endokrinen Zellen. Sie synthetisieren mehr als 95% des in der Peripherie
enthaltenen 5-HT und speichern es in ihren apical und basal gelegenen sekretorischen
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Granula (Rubin et al., 1971). Geringe Mengen davon werden kontinuierlich in das
Darmlumen und in die unter der Mucosa gelegenen Blutgefale abgegeben (Fujimiya et
al., 1997). Die enterochromaffinen Zellen gelten daher auch als Quelle des 5-HT in den
Thrombozyten. Dartber hinaus sind aber auch einige Neuronen des ENS als serotonerg
bekannt (Gershon et al., 1965; Gershon et al., 1977; Costa et al, 1982; Furness & Costa,
1982, Kurian et al., 1983).

3.4.2 Ausschiittung des 5-HT aus den enterochromaffinen Zellen

Die Ausschittung der 5-HT-enthaltenden Granula der enterochromaffinen Zellen wird
hauptsachlich durch die lokale Stimulation der Mucosa ausgeldst. Als Stimulanzien wirken
zum Beispiel ein saures Milieu im Darmlumen (Resnick und Gray, 1962; Kellum et al.,
1983) und die Ausdehnung des Darms mit dem damit einher gehenden vergréfierten
luminalen Druck auf die Mucosa (Bilbring und Crema, 1959a; Ferrara et al., 1983).

Die Granula kénnen apical in das Darmlumen und basal in die darunter gelegenen
Gewebe und BlutgefalRe ausschitten. Enterochromaffine Zellen wirken somit bipolar und
scheinen sowohl endokrine als auch exokrine Funktionen auszutben.

Die Verschmelzung der Vesikel mit der Zellmembran ist Ca**-abhéngig (Racke et al.,
1996, Lomax et al., 1999), was die Wirkung des Choleratoxins erklart (Abschnitt 1.3.4.5).
Die Vesikelausschittung wird auf vielfaltige Weise moduliert. Die enterochromaffinen
Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache die unterschiedlichsten Rezeptoren, mit welchen
sie die Ausschittung férdernde und die Ausschittung inhibierende Signale empfangen
kénnen (stimulierend wirken zum Beispiel der B1-adrenerge, der 5-HT;-, der musca-
rinische M; und der nicotinische Rezeptor, inhibierend der a2-adrenerge, der 5-HT,-, der
GABA A- und der GABA B-Rezeptor; Cooke, 1998).

Dem aus den enterochromaffinen Zellen ausgeschitteten 5-HT wird eine entscheidende
Rolle bei der Signalvermittiung durch die Darmmucosa, und damit der Fahigkeit des
Darmes auf intraluminale Reize zu reagieren, zugeschrieben. Da das ENS nicht durch die
Darmmucosa in das Darmlumen hinein reicht, bedarf es endokriner Zellen, die luminale
Stimuli in fir das ENS verstandliche Signale verwandeln und weiterleiten, und damit
entsprechende Reflexe auslésen. In den folgenden Abschnitten soll genauer auf die
entsprechenden Mechanismen eingegangen werden.

3.4.3 5-HT in der Peristaltik

Neben den segmentalen Kontraktionen, welche die Nahrung an Ort und Stelle
durchmischen, gibt es die Muskelbewegungen, welche die Nahrung im Darm gezielt
weiterbeférdern, die Peristaltik.

In der Literatur wird folgende Hypothese Uber den Mechanismus des peristaltischen
Reflexes beschrieben: Das nach einem Stimulus, zum Beispiel durch luminalen Druck auf
die Darmwand, aus den Granula ausgeschittete 5-HT initialisiert den peristaltischen
Reflex, indem es an 5-HT,--Rezeptoren auf den in die Mucosa reichenden Projektionen

13



| EINLEITUNG

der submucosalen IPANs bindet (Kirchgessner et al., 1992; Pan & Gershon, 2000). Diese
leiten das Signal Uber Interneuronen zu den Motorneuronen weiter, welche die ring-
formige Muskulatur in aufsteigender Richtung kontraktieren, in absteigender Richtung
relaxieren lassen (Goyal und Hirano, 1996; siehe auch Abbildung 1.7).

Der peristaltische Reflex lal3t sich nicht nur durch pharmakologische Modifikationen des
5-HT,--Rezeptors beeinflussen. 5-HT;-Rezeptorantagonisten (Nagakura et al., 1996) und
5-HT,-Rezeptorantagonisten (Jin et al., 1999) kénnen die Peristaltik ebenfalls ab-
schwachen, aber nur gemeinsam blockieren (Nagakura et al., 1997). Es wird daher
angenommen, dass diese beiden Rezeptorsubtypen in die Signalweiterleitung innerhalb
des ENS involviert sind (Gershon, 2003).

oral anal
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Abbildung 1.7: Initiierung des peristaltischen Reflexes.

Der peristaltische Reflex wird durch die Stimulation der Darmmucosa ausgeldst. Das von
den enterochromaffinen Zellen ausgeschuttete 5-HT (im Bild als Punkte dargestellt)
aktiviert 5-HT-Rezeptoren auf den IPANs, welche wiederum Interneuronen stimulieren.
Interneuronen in aufsteigender Richtung aktivieren excitatorische Motorneuronen, die die
Muskeln zur Kontraktion bringen. In absteigender Richtung aktivieren die Interneuronen
inhibitorisch wirkende Motorneuronen, welche eine Muskelrelaxation auslésen. Muskel-
kontraktionen in aufsteigender und Relaxationen in absteigender Richtung flihren zur
Fortbewegung des Darminhaltes.
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Diese Hypothese wird allgemein akzeptiert, obwohl einzelne Schritte bislang noch nicht
experimentell bewiesen werden konnten. Unklar ist unter anderem, ob wirklich das 5-HT
der enterochromaffinen Zellen durch Stimulation der IPANs den peristaltischen Reflex
initiiert. Dagegen sprechen zum Beispiel die Arbeiten von Bllbring & Crema (1959b) und
von Boullin (1964). In ersterer wurde in Meerschweinchen das 5-HT der Mucosa de-
pletiert, indem den Tieren Reserpin, eine Substanz, welche die vesikuldre Aufnahme von
5-HT inhibiert, verabreicht wurde. Trotz einer Depletion von circa 90 %, in manchen
Tieren auch von 99 %, zeigte sich keine Beeintrachtigung der Peristaltik. Ahnliche
Ergebnisse erzielte Boullin, der eine 5-HT-Depletion in Ratten durch Verabreichung einer
Trp-freien Diat erzielte.

3.4.4 5-HT in der Sekretion

Ebenso wie die Peristaltik soll auch die Sekretion im Duodenum von der Ausschiittung
des 5-HT aus den enterochromaffinen Zellen initiiert werden: Nach mechanischer
Stimulation der Mucosa schitten die enterochromaffinen Zellen 5-HT aus. Das 5-HT
stimuliert die IPANs des submucosalen Plexus, indem es an die 5-HT,--Rezeptoren der in
die Mucosa reichenden Projektionen bindet. Das Signal wird Gber die Interneuronen zu
Sekretomotorneuronen weitergeleitet, die durch Freisetzung von Acetylcholin und VIP die
Epithelzellen zur Chloridsekretion ins Darmlumen anregen. Den Chloridionen folgen
Natriumionen, und diese Salzsekretion fuhrt schlieBlich zum Wassereinstrom ins
Darmlumen (Cooke et al., 1997; Cooke, 2000).

Daneben gibt es aber auch einen ENS-unabhangigen Mechanismus. 5-HT kann die
Epithelzellen auch direkt ber 5-HT,-Rezeptoren zur Sekretion bringen (Ning et al., 2004),
indem es den cAMP-Spiegel in den Epithelzellen erhdht (Albuquerque et al., 1998).

3.4.5 Choleratoxin-induzierte Sekretion

Das Enterotoxin der Cholerabakterien (Vibrio cholerae, das Toxin wird im Folgenden als
CT abgekirzt) 16st im Gastrointestinaltrakt eine gesteigerte Sekretion und damit schwere
Durchfalle aus, was unbehandelt in circa 50% der Falle zum Tode fuhrt (Sack et al.,
2004).

CT besteht aus einer A- und flnf B-Untereinheiten. Die B-Untereinheiten binden an Zell-
membranen und ermoglichen der A-Untereinheit den Eintritt in die Zellen. Dort bindet die
A-Untereinheit des CT den ADP-Ribose-Rest von NAD" kovalent an die aktiverende
G,~GTP-Untereinheit der Gs-Proteine. Die Modifikation verhindert die Dephosphory-
lierung zu G;,~GDP, und damit auch die Reassoziierung mit G;,. G,~GTP kann damit die
Adenylatcyclase dauerhaft aktivieren und der intrazellulare cAMP-Spiegel steigt an
(Spangler, 1992).

In der Literatur werden zwei Mechanismen beschrieben, wie der erhéhte cAMP-Spiegel
zur gesteigerten Sekretion flhrt: Zum einen wird angenommen, dass die Proteinkinase A
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in den Epithelzellen, durch cAMP aktiviert, die lonentransporter in der Epithelzellmembran

in ihrer Aktivitat beeinflusst, und es dadurch zur Inhibition der NaCl-Absorption und zur

gesteigerten Chloridsekretion kommt (Sears & Kaper, 1996).

Zum anderen wird angenommen, dass CT uUber die cAMP-Konzentrationserhdhung den

Calciumeinstrom verstarkt (Carabelli et al., 2003), was zur Ausschittung der 5-HT-

haltigen Granula der enterochromaffinen Zellen fiihrt (siehe Abschnitt 1.3.4.2). Das aus-

geschittete 5-HT fihrt dann gemals dem in Abschnittes 1.3.4.4 erlauterten Sekre-

tionsmechanismen (ENS-ab- und ENS-unabhangig) zur Sekretion. Fir diesen Mecha-

nismus sprechen die folgenden Punkte:

¢ CT bringt die enterochromaffinen Zellen in konzentrationsabhangiger Weise zur 5-HT-
Ausschittung (Osaka et al., 1975; Nilsson et al., 1983)

e die CT-induzierte Sekretion lasst sich durch 5-HT-Antagonisten abschwéachen (Beubler
& Horina, 1990)

e eine 5-HT-Depletion durch PCPA schwacht die CT-induzierte Sekretion (Turvill et al.,
1998).

3.4.6 5-HT in der Emesis

Viele Tumorerkrankungen werden mit Bestrahlung behandelt. Eine weitere Moglichkeit
sind Chemotherapeutika, wie zum Beispiel Cisplatin (cis-Diaminplatin(ll)dichlorid; Singh &
Sodhi, 1998). Eine Nebenwirkung dieser Behandlungen ist jedoch haufig eine starke
Emesis (Martin, 1996; Feyer et al., 1998).

Der emetische Reiz lasst sich gut mit 5-HT;-Rezeptorantagonisten (Gregory & Ettinger,
1998) und PCPA (Alfieri & Cubeddu, 1995) unterdriicken. Weiterhin konnten gezeigt
werden, dass die enterochromaffinen Zellen im Duodenum als Folge einer Cisplatingabe
ihre Granula, und damit ihr 5-HT ausschitten (Schworer et al., 1991). Diese 5-HT-
Freisetzung und die Moglichkeit einer Abschwachung des emetischen Reizes mit 5-HT»-
Rezeptorantagonisten beziehungsweise durch PCPA lassen auf folgenden Mechanismus
der Emesis schlieRen: Nach Stimulation, zum Beispiel Cisplatingabe, wird 5-HT aus den
enterochromaffinen Zellen entlassen und stimuliert via 5-HT;-Rezeptoren die
extrinsischen primaren afferenten Neuronen, welche das Signal ins Gehirn weiterleiten.
Dort wird dann die emetische Reaktion ausgelést (Gershon, 2003).

3.4.7 Pica

Als Pica bezeichnet man die orale Einnahme von unverdaulichen Substanzen und
Gegenstanden. Der Name leitet sich vom lateinischen Namen der Elster (Pica pica) ab,
die auch als nicht sehr wahlerisch bekannt ist. In der Psychiatrie wird mit dem Begriff Pica
eine schwere Essstorung beschrieben, ahnlich der Bulimie und der Anorexie. Pica-
Patienten essen zum Beispiel Haare und Miinzen. Es gibt aber auch eine nichtkrankhafte
Aufnahme von unverdaulichen Substanzen: einige Naturvélker essen Erde, um ihren
Bedarf an seltenen Mineralien zu decken (Meil3ner, 2002).
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Da die flir wissenschaftliche Studien am haufigsten verwendeten Versuchstiere, Mause
und Ratten, nicht emetisch reagieren kénnen, gestaltet sich die Erforschung der Emesis
als recht schwierig. Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass Nager in Situationen, die
beim Mensch Emesis ausldsen (Cisplatingabe, Bestrahlung oder Stérung des
Gleichgewichtsinns), mit Pica reagieren. Das Pica-Verhalten konnte wie die Emesis mit
5-HT:-Rezeptorantagonisten inhibiert werden (Santucci et al., 2000; Yamamoto et al.,
2002a; Yamamoto et al., 2002b). Daher wird Pica in der Forschung als Korrelat fir
Emesis verwendet.

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass noch heute in Drogerien gemahlener Lés
als altes Hausmittelchen verkauft wird, empfohlen zur Einnahme bei leichten Darm-
beschwerden - auch eine Form von Pica.

3.5 5-HT im Herz-Kreislauf-System

3.5.1 Vasokonstriktorische und vasodilatorische Eigenschaften des 5-HT

A
5-HT-Injektion

=

(@]

2 v

©
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Abbildung 1.8: Der dreiphasige Reflex nach 5-HT-Injektion.

Eine 5-HT-Injektion in den Blutkreislauf flihrt zu Blutdruckveranderungen, die in drei
Phasen unterteilt werden. Die Phasen |, Il und Ill werden im Abschnitt 1.3.5.1 genauer
erlautert.

Eine 5-HT-Injektion in den Blutkreislauf induziert eine dreiphasige Anderung des Blut-
druckes (Abbildung 1.8). Gleich nach der Injektion sinkt der Blutdruck vortibergehend
(Phase [). Ursache dieses Abfalls ist eine Bradycardie und die daraus resultierende
Reduktion des kardialen AusstoRes. Diese Reaktion wird nach ihren Entdeckern auch
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Bezold-Jarisch-Reflex genannt. Die sich anschlieende Blutdruckerhéhung (Phase 1) wird
durch einen Anstieg des kardialen AusstolRes und eine Erhdhung des gesamten peri-
pheren Widerstandes (total peripheral resistance, TPR) verursacht. Der Blutdruckabfall
der Phase lll dauert langer an. Er resultiert aus einer Abnahme der TPR (Dabire et al.,
1990).

Grundlage dieser sehr unterschiedlichen Reaktionen auf 5-HT ist die gro’e Rezeptor-
vielfalt (siehe Abschnitt 1.2.1). Verschiedene Rezeptoren an unterschiedlichen Stellen des
Herz-Kreislauf-Systems vermitteln unterschiedliche Reaktionen auf 5-HT. Die Brady-
cardie der Phase | wird durch 5-HT;-Rezeptoren auf kardiopulmonaren afferenten Nerven
vermittelt (Kilpatrick et al., 1990; Whalen et al.,, 2000; Peotta et al., 2001). Die
Blutdruckerhéhung der Phase Il wird durch Aktivierung vaskularer 5-HT,s-Rezeptoren
ausgelost (Saxena & Villalon, 1990), die lang-anhaltende Hypotonie der Phase Il
dagegen durch vaskulare 5-HT7-Rezeptoren (Terron, 1997; Centurion et al., 2004).

3.5.2 BeeinfluBt 5-HT den basalen Blutdruck?

Bekannt ist, dass das ZNS mit Hilfe von 5-HT und 5-HT;-, 5-HT>- und 5-HT;-Rezeptoren
im Gehirn den Blutdruck beeinflusst und reguliert (Ramage, 2001). Diese zentralen
Effekte sollen aber nicht Gegenstand dieser Arbeit sein. Stattdessen soll hier die Frage
behandelt werden, ob das 5-HT im Blutkreislauf, also in den Thrombozyten gespeichertes
oder frei im Plasma vorliegendes 5-HT den Blutdruck beeinflussen kann.

Pro

Kontra

e BlutgeféBe von Bluthochdruckindividu-
en reagieren empfindlicher mit Kontraktion-
en auf 5-HT (Watts et al., 1996, Doggrell &
Chen, 2001)

e BlutgefélBe von Bluthochdruckindividuen
reagieren nicht nur empfindlicher gegen-
tuber 5-HT, sondern auch gegeniiber
anderen Substanzen, zum Beispiel Nor-
adrenalin oder dem a-Adrenorezeptor-
agonisten Phenylephrin (Lais & Brody,
1975; Eichler et al., 1989)

e Der 5-HT,,-Rezeptorantagonist Ketan-
serin kann erfolgreich zu hohen Blutdruck
senken (Vanhoutte et al., 1988)

e Ketanserin antagonisiert auch a-
Adrenorezeptoren. 5-HT,,-Rezeptorantago-
nisten, die keine Affinitdt zu «a-Adreno-
rezeptoren haben (zum Beispiel Ritanserin)
zeigen keine blutdrucksenkende Fé&hig-
keiten (van Zwieten et al., 1990)

e Thrombozyten von Bluthochdruckindi-
viduen reagieren sensibler mit Aggregation
auf 5-HT (Fetkovska et al., 1990)

e 5-HT aus Thrombozyten fiihrt allenfalls
in der Mikrozirkulation zu erhéhten Plasma-
5-HT-Spiegeln. Eine Untersuchung der
5-HT-Konzentrationen in Plasma und
Thrombozyten ergab keine Unterschiede
zwischen hyper- und normotensiven Indi-
viduen (Missouris et al., 1998)

Tabelle 1.1: Pro & Kontra der 5-HT-Beteiligung an der Bluthochdruckpathogenese.
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Wie in Abschnitt 1.3.5.1 erlautert, kann 5-HT im Blutkreislauf den Blutdruck sowohl
senken, als auch erhdhen. Ausldser dieser Veranderungen war jedoch injiziertes, also
exogenes 5-HT. Ob endogenes 5-HT im Blutkreislauf an der Blutdruckregulation, speziell
an der Pathogenese des Bluthochdruckes beteiligt ist, ist umstritten. Die Tabelle 1.1 gibt
eine kurze Ubersicht tiber die Pros und Kontras in dieser Diskussion:

3.5.3 5-HT in der Herzentwicklung

Anfang der 1990er konnte gezeigt werden, dass 5-HT neben der Beteiligung an der
frihesten Embryogenese (Abschnitt 1.3.2) auch eine entscheidende Rolle in der
Herzentwicklung hat. Embryonale Herzzellen kénnen 5-HT anscheinend nicht selbst
produzieren, nehmen es aber aus der Umgebung auf. Die Applikation von Fluoxetin (ein
selective serotonin reuptake inhibitor, SSRI) stért die Morphogenese des Herzens
empfindlich (Yavarone et al., 1993). Die Erstellung der 5-HT,z-Rezeptor-Knockout-Maus
zeigte wenig spater, dass 5-HT die Differenzierung und Proliferation von embryonalen
Herzzellen (ber diesen Rezeptor reguliert. Der 5-HT.z-Rezeptor-Knockout fihrt im
embryonalen oder neonatalen Stadium zum Tode, die wenigen Uberlebenden Tiere
zeigen schwere Herzschaden (Nebigil et al., 2000).

3.5.4 5-HT bei Organschaden durch Bluthochdruck

Durch den durch Bluthochdruck entstehenden mechanischen Stress werden Blutgefalie
gereizt und geschadigt. Infolge dessen entstehen die fir den Bluthochdruck typischen
Organschaden, also die Herzhypertrophie, speziell die Hypertrophie des linken Ventrikels,
sowie die Dysfunktion der Niere, gut erkennbar an der Ausscheidung von Serumalbumin.
Am Ende dieser Prozesse kdnnen Herz- und Nierenversagen stehen.

Die Entstehung der hypertensiven Nierenschaden wird begleitet von der Akkumulation
extrazellularer Matrixproteine (Fibrose; Tylicki et al., 2002), der Proliferation der
glomerularen Mesangialzellen sowie von vaskularen Entziindungsprozessen, bei denen
Immunzellen in das Gewebe einwandern (Rodriguez-lturbe et al., 2001).

Thrombozyten sind bislang die einzigen serotonergen Komponenten, denen ein Einfluss
auf die Entwicklung bluthochdruckinduzierter Nierenschaden zugeschrieben wird. Es wird
angenommen, dass durch den Druck das Nierenendothel geschadigt, und dabei die sub-
endotheliale Matrix freigelegt wird. Kommen die Thrombozyten mit dem subendothelialen
Collagen in Kontakt, werden sie aktiviert und schitten ihre Granula aus (Clark & Naylor,
1989), welche eine Vielzahl an chemotaktischen und stimulierenden Substanzen
enthalten (siehe auch Abschnitt 1.3.6.2).

Einige dieser ausgeschitteten Substanzen sind daflir bekannt, mitogen zu wirken und die
entzindlichen Reaktionen zu férdern. TGF-f (transforming growth factor ) wirkt zum
Beispiel entzlindungsfordernd, indem es Leukozyten anlockt (Zoja & Remuzzi, 1995).
Aulerdem fordert es die Akkumulation extrazellularer Matrixproteine (Border & Noble,
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1994). PDGF (platelet-derived growth factor) dagegen wirkt proliferationsférdernd auf die
Mesangialzellen ein (Shultz et al., 1988, Kato et al., 1999).

Als eine Strategie zur Verhinderung von Nierenschaden bei Bluthochdruck gilt daher die
Anwendung thrombozytenhemmender Substanzen (Patrono & Pierucci, 1990).

3.6 5-HT im Immunsystem
3.6.1 Vorkommen von 5-HT und 5-HT-Rezeptoren im Immunsystem

5-HT wird in einer ganzen Reihe von Zellen des Immunsystems synthetisiert und/oder ge-
speichert. Darliber hinaus konnten viele der 5-HT-Rezeptoren auf verschiedenen Immun-
zellen nachgewiesen werden. Im folgendem soll ein kurzer Uberblick gegeben werden:

¢ Thrombozyten: kénnen zwar 5-HT nicht selbst synthetisieren, nehmen aber grolle
Mengen von im Darm durch die enterochromaffinen Zellen hergestelltem 5-HT Uber den
SERT und den VMAT 2 auf, und speichern es in ihren Dichten Granula (Abschnitt 1.2.2).
Mit dem gespeicherten 5-HT kénnen die Thrombozyten auf auto- und parakrine Weise
die Sekretion ihrer a-Granula auslésen (Abschnitt 1.2.3 und 1.3.3).

e Mastzellen: liegen im Bindegewebe, besonders in den oberen Hautschichten und in
den Schleimhauten, in der Nahe kleiner Blutgefale vor. Sie kénnen 5-HT synthetisieren,
aufnehmen und &hnlich den Thrombozyten in Granula speichern (Gripenberg 1976;
Mathiau et al., 1993; Hasegawa et al., 1996). Thrombozyten und Mastzellen stellen somit
mobile und stationdre 5-HT-Speicher dar. Humane Mastzellen enthalten jedoch, im Ge-
gensatz zu den Mastzellen der Nagetiere, kein 5-HT (Parrat & West, 1957).

e Monocyten und Makrophagen: kdnnen 5-HT synthetisieren, abbauen (Finocchiaro
et al., 1988) und aufnehmen (Jackson et al., 1988). Daneben tragen sie auch den 5-HT 1a-
(Hellstrand & Hermodsson, 1993) und den 5-HT2-Rezeptor (Sternberg et al., 1987) auf
ihrer Zelloberflache.

¢ Dendritische Zellen: enthalten eine Vielzahl von 5-HT-Rezeptoren. Unabhangig vom
Reifegrad besitzen sie den 5-HT3- und den 5-HToa-Rezeptor. Im unreifen Zustand expri-
mieren sie zusatzlich den 5-HTg-, den 5-HTe- und den 5-HT2g-Rezeptor. Nach Reifung
durch LPS-Zugabe exprimieren sie dagegen den 5-HT4- und den 5-HT7-Rezeptor (ldzko
et al., 2004).

e B-Zellen: exprimieren den SERT und kénnen somit 5-HT aufnehmen (Lesch et al.,
1996). Zusatzlich zu diesem Transporter wurde auch eine Reihe von Rezeptoren in die-
sen Zellen nachgewiesen: der 5-HT1a- (Iken et al., 1995), der 5-HT,-, sowie der 5HT3-Re-
zeptor (Choquet & Korn, 1988)

o T-Zellen: kdnnen 5-HT synthetisieren und abbauen (Finocchiaro et al., 1988). Da-
neben ist die Expression von 5-HT1a-, 5-HT2-, sowie 5HT3-Rezeptoren auf T-Zellen be-
kannt (Aune et al., 1993; Ameisen et al., 1989; Meyniel et al., 1997). Der 5-HT15-Rezeptor
findet sich aber nur auf aktivierten Zellen.

e In Thymus-, Milz-, mitogenaktivierten Milzzellen, sowie in Blutlymphozyten konnte
aulRerdem die Expression des 5-HTqg-, 5-HT1F-, 5-HT2a-, 5-HT2g-, 5-HTs- und des 5HT7-
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Rezeptors nachgewiesen werden (Stefulj et al., 2000). Eine genaue Lokalisation dieser
Rezeptoren wurde in dieser Arbeit jedoch nicht vorgenommen.

3.6.2 Thrombozyten als immunologische Zellen

Wahrend die Rolle der Thrombozyten in der Blutgerinnung jedem gelaufig ist, bleiben ihre
immunologischen Funktionen haufig unbeachtet. Tatsachlich aber sind Thrombozyten zu
Abwehrreaktionen gegen Pathogene fahig. Darlber hinaus stimulieren sie Entzlindungs-
und Reparaturprozesse nach der Verletzung von BlutgefaRen und interagieren auf
vielfaltige Weise mit anderen zelluldren Komponenten des Blutes.

Kommen Thrombozyten mit Bakterien in Kontakt, kdnnen sie sich an diese binden. Durch
die Bindung werden die Thrombozyten aktiviert, wodurch sich um die Bakterien ein kleiner
,Pfropf‘ aus Thrombozyten bildet. Die aktivierten Thrombozyten sondern dann Bakterio-
zide, zum Beispiel B-Lysin ab, und kdnnen so die Bakterien abtéten (Donaldson & Tew,
1977). Aber auch phagozytotische Eigenschaften seitens der Thrombozyten werden dis-
kutiert (Meseguer et al., 2002). Die Bakterien, aber auch andere Pathogene, sollen Gber
das OCS (open canalicular system) genannte Endomembransystem der Thrombozyten
aufgenommen werden. Das OCS stellt daneben auch die Membranen bereit, die fir die
Pseudopodenbildung der Thrombozyten nach deren Aktivierung nétig sind. Mit diesen
Pseudopoden kdénnen die Thrombozyten Kontakt zu anderen Thrombozyten und
Blutzellen herstellen.

Neben dem OCS enthalten Thrombozyten auch noch andere Speicherkompartimente, die
dichten und die o-Granula. In den dichten Granula werden Adrenalin, Noradrenalin
(Smith, 1996), Dopamin (D’Andrea et al., 1989), Histamin (Fukami et al., 1984), ATP und
ADP und natirlich 5-HT (Ozaki et al., 1998) gespeichert. 5-HT kann, wie schon in
Abschnitt 1.3.5.1 und 1.3.5.2 erldutert, den Tonus regulieren. Daneben wirkt es als Mitogen
auf Fibroblasten (Boucek & Alvarez, 1970) und glatte Muskelzellen (Nemecek et al., 1986)
und ist flr die Ausschittung der a-Granula der Thrombozyten essentiell (Abschnitt 1.2.3
und 1.3.3).

Die a-Granula enthalten eine Vielzahl von Chemokinen, Interleukinen und adhesiven
Proteinen, deren vollstdndige Aufzdhlung den Rahmen dieser Arbeit sprengen wirde
(eine Ubersicht bietet zum Beispiel Klinger, 1997). Deshalb sollen im folgenden die Eigen-
schaften, die die Substanzen der a-Granula vermitteln kénnen, aufgezeigt, und einige
Substanzen als Beispiel angefuhrt werden.

Chemotaxis: Einige der in den a-Granula gespeicherten Substanzen zeigen chemotak-
tische Eigenschaften: So wirkt das Chemokin PF4 (platelet factor 4) chemotaktisch auf
neutrophile Zellen, Monocyten und Fibroblasten (Deuel et al., 1981). Ebenso wirkt
RANTES (regulated upon activation, normal T cell expressed and presumably secreted)
chemotaktisch auf basophile (Bischoff et al., 1993) und eosinophile (Kameyoshi et al.,
1992) Zellen, und auf Gedachtnis-T-Zellen und Monocyten (Schall et al., 1990). MIP-1a
(macrophage inflammatory protein) wiederum zieht, neben basophilen und eosinophilen
Zellen (Baggiolini & Dahinden 1994; Rot et al., 1992), CD8+ T-Zellen an (Taub et al.,
1993).
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Aktivierung: PF4 (Brindley et al., 1983), RANTES (Kuna et al, 1992) und MIP-1a
(Baggiolini & Dahinden 1994) regen basophile Zellen zur Histaminfreisetzung an, welches
wiederum die vaskulare Permeabilitat erhéht (Simons, 2003). RANTES kann die Migration
von T-Zellen in peripheres Gewebe induzieren (Murphy et al., 1994), wahrend PDGF
(platelet derived growth factor) als Mitogen wirkt (Berk et al., 1986) und Monozyten
aktiviert (Tzeng et al., 1985). Somit werden einige der durch die chemotaktischen Eigen-
schaften der Thrombozyten angelockten immunologischen Zellen durch diese auch akti-
viert, beziehungsweise zur Proliferation angeregt.

Zell-Zell-Interaktionen: Zell-Zell-Interaktionen zwischen Leukozyten, Endothelzellen und
Thrombozyten sind eine wichtige Voraussetzung fir die Entstehung entzindlicher Pro-
zesse. Diese Interaktionen werden von verschiedenen Oberflachenmolekilen vermittelt.
Die Bindung zwischen Thrombozyten und Endothel wird hauptsachlich von zwei Mole-
kilen geschaffen: dem von Willebrand-Faktor (vWF) und P-Selektin. Beide werden von
aktivierten Endothelzellen prasentiert. Mit Hilfe der Glykoproteine GPIba und GPIb-I1X-V
binden Thrombozyten an den vVWF (André et al., 2000, Lopez et al., 1998), mit dem
PSGL-1-Molekll (P-Selektin Glykoprotein Ligand-1) binden sie an das P-Selektin
(Frenette et al., 2000). P-Selektin vermittelt neben dem E-Selektin auch das Leukozyten-
Rolling, bei dem sich die Leukozyten an das Endothel heften, um dann in das
darunterliegende Gewebe zu migrieren (Butcher, 1991). Interessanterweise vermag auch
das P-Selektin auf den Thrombozyten diesen Prozess zu fordern. Aktivierte Thrombo-
zyten kdnnen zum einen mit Hilfe ihres P-Selektins an Monozyten binden und damit die
Bindung der Monozyten an das Endothel verstarken, zum anderen verstarken auch
Thrombozyten, die an das Endothel gebunden sind das Rolling, die Adhesion und die
Transmigration der Leukozyten (Wagner & Burger, 2003). Ein gutes Beispiel fur die
Bedeutung der Thrombozyten in Entziindungsprozessen ist die Atherosklerose: In ApoE-
defizienten Mausen war die Atherosklerose verstarkt, wenn aktivierte Thrombozyten
verabreicht wurden (Huo et al., 2003), dagegen war sie jedoch deutlich schwacher
ausgepragt, wenn die Thrombozyten kein P-Selektin enthielten (Burger & Wagner, 2003).
Diese Vielzahl an chemotaktischen, aktivierenden und mitogenen Substanzen und die zu
Zell-Zell-Interaktionen bendtigten Oberflachenmarker befahigen die Thrombozyten dazu,
verschiedene immunologische Reaktionen zu férdern und zu verstarken.

3.6.3 5-HT in der T-Zellaktivierung

Die verschiedenen in vitro-Experimente Uber den Einfluss des 5-HT auf die T-Zell-
aktivierung lassen darauf schlie3en, dass 5-HT dabei eine entscheidende Rolle spielt. Die
vorhandenen Studien ergeben jedoch kein einheitliches Bild, was unter anderem daran
liegt, dass in verschiedenen Studien nicht nur unterschiedliche Spezies und unterschied-
liche Mitogene in unterschiedlichen Konzentrationen benutzt wurden, sondern auch, weil
teilweise Medium mit Serum, welches 5-HT enthalt, benutzt wurde.

Stefulj et al. (2001) zeigten an mit verschiedenen Mitogenen stimulierten Rattenmilzzellen,
dass exogenes 5-HT in physiologischen Konzentrationen (kleiner als 3 x 10 M; Mossner
& Lesch, 1998) keinen Effekt auf die Lymphozytenproliferation hat. Héhere Konzen-
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trationen wirken dagegen inhibitorisch auf die Aktivierung, unter anderem auch durch die
Auslésung von Apoptose (Stefulj et al., 2001; Stefulj et al., 2002-2003).

Die Arbeit von Kut et al. (1992) lasst darauf schlieBen, dass solche Effekte auch von
endogenem 5-HT vermittelt werden kdnnen: die Applikation von hohen Dosen des 5-HT-
Freisetzers Fenfluramine fuhrt zu einer Inhibition der Lymphozytenproliferation. Kleine
Mengen Fenfluramin stimulieren dagegen die T-Zellaktivierung. Fur einen Einfluss von
endogenem 5-HT auf die T-Zellaktivierung spricht auch die Tatsache, dass Milzzellen aus
mit dem TPH-Inhibitor PCPA behandelten Mausen deutlich schlechter proliferieren als
Zellen aus unbehandelten Tieren, ein Effekt, der durch die Zugabe von exogenem 5-HT
wieder aufgehoben werden kann (Young et al., 1993). Das endogene 5-HT scheint von
den Makrophagen bereitgestellt zu werden, da bei der Verwendung von Makrophagen
aus unbehandelten und Lymphozyten aus PCPA-behandelten Mausen keine solche
Suppression auftritt (Young et al., 1995).

Vermittelt werden diese proliferationsférdernden Effekte des 5-HT anscheinend durch
mehrere Rezeptoren: Aune et al. (1994) zeigten, dass die T-Zellproliferation durch
5-HT1a-Antagonisten gehemmt werden kann, wahrend Young et al. (1993) dies mit 5-HT»-
Rezeptorantagonisten erreichten. Khan & Poisson (1999) konnten zwar keine
Suppression der T-Zellproliferation mit einem 5-HT3-Rezeptorantagonisten erreichen, die

Applikation eines 5-HT3-Rezeptoragonisten konnte aber die Proliferation stimulieren.

3.6.4 Kontakthypersensibilitdt (Das Ohrschwellungsmodell)

Die Kontakthypersensibilitdt (contact hypersensitivity, CHS) ist eine Form der verzdgerten
T-zellvermittelten Hypersensibilitat (delayed type hypersensitivity, DTH), und ein einfach
durchzufiihrender und quantifizierbarer in vivo-Test flr die zellvermittelte Immunfunktion.
Dabei wird ein exogenes Hapten auf die Haut aufgetragen, welches dann von den
antigenprasentierenden Zellen der Haut, den Langerhansschen Zellen, aufgenommen
wird. Mit dem Antigen wandern die Langerhansschen Zellen, dann zu dendritischen Zellen
gereift, zu den nachstgelegenen Lymphknoten. Dort prasentieren sie das Antigen naiven
T-Zellen, die daraufhin zu antigenspezifischen CD4"- und CD8'-T-Effektorzellen pro-
liferieren, welche dann durch die peripheren Gewebe wandern. Zusammen stellen alle
diese Schritte die (afferente) Sensibilisierungsphase dar (Grabbe & Schwarz, 1998).

Kommt ein so sensibilisierter Organismus erneut mit dem Hapten Uber die Epidermis in
Kontakt, 16st dies innerhalb von 24 h eine Entzindungsreaktion aus (efferente Reaktion).
Sie ist gekennzeichnet durch Vasodilatation, sowie Flussigkeits- und Zelleinstrom in die
Haut. Die dabei ablaufenden Reaktionsschritte sind sehr komplex und noch nicht
vollstdndig verstanden. Sicher ist zum Beispiel, dass die Auslésung der Entzin-
dungsreaktion T-zellabhangig ist, da T-Zell-defiziente Tiere keine CHS-Reaktion
ausbilden (Szczepanik et al., 1996). Weiterhin konnten Ptak et al. (1991) zeigen, dass
zwei verschiedene T-Zelltypen an dieser Reaktion beteiligt sind. Ebenso spielen
verschiedene Cytokine eine Rolle: Die Applikation von TNF-a-Antikdrper unterdriickt zum
Beispiel die CHS-Reaktion (Piguet et al., 1991). Fur die Rekrutierung der Leukozyten zum
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Entziindungsherd sind dagegen Selektine nétig. Mause, die weder E-, noch P-Selektin
exprimieren, zeigen ebenfalls eine eingeschrankte CHS-Reaktion (Staite et al., 1996).

Abbildung 1.9: Das Ohr-
| schwellungsmodell

In diesem in vivo-Versuch

zur Messung der zellvermit-

telten Immunitat wird die

Labormaus zuerst sensibili-

Sensibilisierung Auslésung Schwellung siert, indem das Antigen

grof¥flachig auf die Haut auf-

getragen wird (griin). Nach einigen Tagen haben sich in dem Tier antigenspezifische T-

Zellen gebildet, die beim erneuten dermalen Kontakt mit dem Antigen, der Ausldsung,

eine Entzindungsreaktion vermitteln (rosa), die als Schwellung mess- und quantifizierbar
ist.

Die CHS-Auslésungsphase lasst sich mit 5-HT1a- (Aune et al., 1994) und 5-HT»- (Amei-
sen et al., 1989) Rezeptorantagonisten abschwéachen. Die serotonergen Komponenten
der efferenten Phase sind die in der Haut vorliegenden Mastzellen und die Thrombozyten
im Blut. Zunachst wurde dies angezweifelt, da weder beige-Mause, die aufgrund eines
genetischen Defektes kein 5-HT in ihren Thrombozyten speichern kénnen, noch Mastzell-
defiziente Mause eine Beeintrachtigung der CHS-Antwort zeigten (Galli & Hammel, 1984).
Spater zeigen jedoch Geba et al. (1996), dass Mastzell-defiziente Mause, deren
Thrombozyten depletiert worden waren, eine deutlich schwacher ausgepragte CHS-
Reaktion ausbildeten. Mastzellen und Thrombozyten kénnen sich in diesem System
gegenseitig ersetzen.

Es wird angenommen, dass Mastzellen und/oder Thrombozyten durch antigenspezifische
T-Zellen in der Haut, welche durch Kontakt mit dem Hapten stimuliert worden sind, zur
5-HT-Freisetzung angeregt werden. Dieses 5-HT soll dann zum einen auf das Endothel
einwirken und somit die Rekrutierung weiterer antigenspezifischer T-Zellen ermdéglichen.
Zum anderen soll es wiederum diese Zellen zur Freisetzung chemotaktischer Stoffe
stimulieren (Ameisen et al., 1989; Aune et al., 1994; Laberge et al., 1996; Mossner &
Lesch, 1998).

3.7 Indolamin-2,3-Dioxygenase-induzierte immunologische Toleranz
3.7.1 Schwangerschaft — ein immunologisches Paradoxon

Wahrend der Schwangerschaft halt ein Fotus lber die Plazenta engen Kontakt zum
maternalen Organismus, da er von ihm mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt wird und
Uber ihn Abfallprodukte entsorgt. Er exprimiert aber gleichzeitig paternale, und damit dem
maternalen Organismus fremde Haupt- und Nebenhistokompatibilitdtsantigene. Der Fotus
verhdlt sich somit dem maternalen Organismus gegeniber wie ein (semi-)allogenes
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Transplantat zum Empfanger, jedoch mit dem Unterschied, dass ein allogenes Transplan-
tat vom Empfanger abgestoRen, der (semi-)allogene Fétus dagegen vom maternalen
Organismus gemeinhin toleriert wird. Abbildung 1.10 stellt dieses Paradoxon grafisch dar.

Abbildung 1.10: AbstoBung und Akzep-
tanz zwischen Mutter und Kind.

Schwanger- Ein Kind erbt gleichermalten Haupt- und
schaft Nebenhistokompatibilitatsantigene von Mut-

ter und Vater. Somit ist ein Kind der Mutter

gegenuber semiallogen. Eine Transplan-

tation von Kind zu Mutter ist wegen der

‘ paternalen Haupt- und Nebenhistokompa-
tibilitatsantigene nicht maoglich. Das Trans-
plantat wird abgestol’en. Wahrend der

Trans- Schwangerschaft ist das Kind jedoch selbst

plantation ein ,Transplantat* im maternalen Organis-

mus und wird von diesem normalerweise
nicht abgestoflRen, sondern toleriert.

Billingham, Brent und Medawar (1953) zogen vier mdgliche Mechanismen in Betracht, die
das immunologische Paradoxon der Schwangerschaft erklaren kénnten:

I eine signifikante Erniedrigung der maternalen Immunabwehr

Il eine antigene Unreife des Fotus und damit ein Nichterkennen durch das
maternale Immunsystem

i der Uterus ist ein immmunoprivilegierter Ort im maternalen Organismus

v die Plazenta stellt eine immunologische Barriere dar

Die erste Hypothese, also eine Erniedrigung der maternalen Immunabwehr, ist nicht
madglich, da der maternale Organismus sich auch wahrend der Schwangerschaft gegen
aulere Einflisse verteidigen muss. Mit der Tatsache, dass wahrend der Schwangerschaft
im maternalen Blut nicht nur fotale Zellen (Reading et al., 1995), sondern auch Antikérper
gegen paternale MHC-Proteine vorliegen, und dass alloantigen-spezifische Verander-
ungen maternaler B- und T-Zellen beobachtet werden (Tafuri et al., 1995; Ait-Azzouzene
et al., 1998; Zhou et al., 1998), kann auch die zweite Hypothese ausgeschlossen werden.
SchlieBlich zeigt die Moglichkeit ektopischer Schwangerschaften, dass der Uterus nicht
als immunoprivilegierter Ort flr eine Schwangerschaft nétig ist (Peters, 1982).

Bleibt also nur die vierte Hypothese, welche der Plazenta eine Rolle als immunologische
Barriere zwischen Fétus und maternalem Organismus zuschreibt. Wie diese
immunologische Barriere aussieht und funktioniert ist bislang noch nicht geklart. Es
werden zur Zeit mehrere Theorien verfolgt (eine Ubersicht bieten zum Beispiel:
Erlebacher, 2001; Thellin et al., 2000). Mit einer dieser Theorien, welche dem Enzym
Indoleamin-2,3-Dioxygenase (IDO) eine Hauptrolle in der Toleranzvermittlung zugesteht,
soll sich diese Arbeit beschaftigen.
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3.7.2 Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO)

Tryptamin Tryptophan 5- Hydroxytryptophan 5-Hydroxytryptamin
C/OH “c—OH
NH2
— H
AAAD \ TPH1/TPH2 \ AAAD
TDO in Leber
IDO IDO IDO
(0,29/75) IDO (2,6/20) (0,17/100)
(99/45)
c —OH c—OH
Formyl- N-Formyl- 5-Hydroxy- Formyl-5-
kynurenamin kynurenin N-Formylkynurenin Hydroxykynurenamin

Abbildung 1.11: Abbau verschiedener Indolamine durch die Indolamin-2,3-Dioxy-
genase.

In Klammern sind die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (mol/min/mol Enzym bei 24°C)
und der Km-Wert der Indolamin-2,3-Dioxygenase fur das jeweilige Substrat angegeben
(nach Shimizu et al., 1978).

Die Indoleamin-2,3-Dioxygenase (IDO, EC 1.13.11.42; im Menschen bezeichnet die
Abbkurzung IDO die Indol-2,3-Dioxygenase, die Indolamin-2,3-Dioxygenase wird dort
INDO genannt) ist ein cytosolisches Enzym, welches den fiinfgliedrigen Ring von
Indolaminen mit Hilfe von molekularem Sauerstoff aufbrechen kann. Sie ist eng verwandt
mit der Tryptophan-2,3-Dioxygenase (TDO, EC 1.13.11.11), welche in Leber und Niere
exprimiert wird und dort spezifisch Uber 90 % des Trp als erstes Enzym des Kynurenin-
weges abbaut (Walsh & Daya, 1997; Bertazzo et al., 2001). Im Gegensatz dazu akzeptiert
IDO auch andere Indoleamine, zum Beispiel 5-HTP, 5-HT, Tryptamin und Melatonin, als
Substrate (siehe Abbildung [.11).

IDO wird in vielen verschiedenen Geweben exprimiert, hauptsachlich in Gehirn, Lunge
Milz und Dunndarm (Hayaishi, 1976), aber auch in verschiedenen Zellen des
Immunsystems (Abschnitt 3.7.4). Die Expression variiert stark (Shimizu et al., 1978) und
kann durch bakterielles Lipopolysaccharid (LPS; Fujigaki et al., 2001) und Interferon-y
(IFN-y; Taylor & Feng, 1991) stimuliert werden.
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3.7.3 Aushungern als Abwehrmechanismus

Das Cytokin Interferon-y (IFN-y) wird von aktivierten T-Zellen und naturlichen Killerzellen
(NK) gebildet und hilft bei der Immunabwehr. IFN-y-Receptor-Knockout-Mause sind zum
Beispiel anfalliger fur Infektionen (Huang et al., 1993). Vermittelt wird diese immuno-
logische Wirkung des IFN-y unter anderem durch IDO, deren Expression durch IFN-y
induziert wird. In in vitro-Versuchen konnte gezeigt werden, dass IDO das Wachstum ver-
schiedener intrazellularer Pathogene, zum Beispiel Toxoplasma gondii und Chlamydia
psittaci in Fibroblasten (Gupta et al., 1994), aber auch extrazellularer Pathogene wie zum
Beispiel von Streptokokken (MacKenzie et al., 1999) inhibieren kann. IDO degradiert die
essentielle Aminosaure Tryptophan und erzeugt somit eine Tryptophandefizienz, welche
wachstumshemmend und damit antiparasitisch wirkt. Zwar kann IFN-y auch verschiedene
andere Effekte induzieren, die ebenfalls wachstumshemmend wirken kénnten (zum Bei-
spiel wird die NO-Synthese angekurbelt), die Moglichkeit der Inhibition des antiparasitaren
Effekts des IFN-y durch Tryptophangabe in vitro zeigt jedoch deutlich, dass die erzeugte
Tryptophandefizienz den Effekt vermittelt (Pfefferkorn, 1984).

3.7.4 IDO-Expression zur Regulierung von T-Zell-Reaktionen (Toleranzinduktion)

Die IDO-induzierte Tryptophandefizienz wird nicht nur zur Abwehr von Parasiten benutzt.
Es konnte in in vitro-Versuchen gezeigt werden, dass Antigenprasentierende Zellen (APC)
wie Makrophagen (Munn et al., 1999) und dendritische Zellen (DC; Munn et al., 2002)
nach Stimulation IDO exprimieren, eine Tryptophandefizienz erstellen, und damit die
Proliferation von T-Zellen im G1-Stadium unterdriicken kénnen. Ubereinstimmend mit
diesen Daten reduziert eine IDO-Uberexpression in Zellen, die mit T-Zellen cokultiviert
werden die T-Zell-Antworten in vitro, aber auch in vivo (transgene Mause) (Mellor et al.,
2002). Diese APCs koénnen also eine ,periphere” (also nicht die durch negative Selektion
im Thymus erworbene) Toleranz induzieren. Dieser Toleranzmechanismus spielt bei
folgenden Beispielen eine Rolle:

e Eine natirlich auftretende Toleranz zeigt sich bei allogenen Lebertransplanta-
tionen. Im Gegensatz zu anderen Organen werden allogene Lebertransplantate in
vielen Mausestdmmen nicht abgestolen (Qian et al., 1994). IDO wird unter
normalen Bedingungen nicht in der Leber exprimiert, in allogenen Lebertrans-
plantaten ist eine IDO-Expression jedoch nachweisbar. Die Verabreichung des
kompetitiven IDO-Inhibitors 1-Methyltryptophan (1-MT; Cady & Sono, 1991) fuhrt
zu einer AbstoRung des allogenen Lebergewebes (Miki et al., 2001). Es ist also
anzunehmen, dass bei Lebertransplantaten die IDO-Expression einen Angriff
alloreaktiver T-Zellen verhindert.

e Viele Tumore werden nicht durch das Immunsystem erkannt und kénnen daher
unbemerkt wachsen. Es scheint, dass Tumore ihre ,Tarnung“ selbst erstellen
kénnen: Die murine Mastocytoma-Zelllinie P815 bildet in naiven syngenen Mausen
lethale Tumore. In mit Tumorantigenen praimmunisierten Tieren ist eine Ab-
stoBung der Tumore durch das Immunsystem dagegen moglich. Werden die
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P815-Zellen jedoch vorher mit IDO transfiziert, entkommen die Tumore auch in
praimmunisierten Tieren einer AbstoBung. Diese ,Tarnung“ kann jedoch wieder
aufgehoben werden, wenn man den IDO-Inhibitor 1-MT verabreicht. Interessant ist
daher, dass viele Tumore IDO exprimieren (Uyttenhove et al., 2003).

e 1998 wurde dieser Mechanismus auch auf die Frage der Schwanger-
schaftstoleranz Ubertragen. IDO wird von Syncytiotrophoblastzellen exprimiert
(Kamimura et al., 1991), und kann somit nahe des fétal-maternalen Grenz-
bereiches eine Tryptophandefizienz erzeugen und die Proliferation alloreaktiver
maternaler T-Zellen inhibieren. Tatsachlich verursacht die Gabe von 1-MT eine
Abstoflung allogener, nicht jedoch syngener Féten in Mausen (Munn et al.,1998;
Mellor et al., 2001). Allogene Féten scheinen demnach aufgrund der durch IDO an
der fotal-maternalen Grenze erstellten Tryptophandefizienz vor einem Angriff
durch das maternale Immunsystem geschutzt zu werden.

In Abbildung 1.12 wird der hypothetische Mechanismus der durch |IDO-Expression
induzierten Toleranz noch einmal grafisch dargestellt. CTLA-4-lg (cytotoxic T lymphocyte-
associated antigen 4 immunglobulin) ist ein l6sliches Protein welches aus der
extrazellularen Domane des humanen CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated
antigen, auch CD152) und einem Fragment der Fc-Region des humanen IgG1 besteht. Es
ist bekannt, dass eine Therapie mit CTLA-4-lg eine langanhaltende Toleranz gegeniber
Transplantaten induzieren kann (Lenschow et al., 1996). Grohmann et al. (2002) konnten
zeigen, dass auch die CTLA-4-Ig-induzierte Toleranz durch IDO vermittelt wird.

° (o
IFN-y \ ‘
FN-yR .

Inhibierung der
Proliferation

Trp-

Trp ¢ Defizienz

Dendritische Zelle

Abbildung 1.12: Mechanismus der durch IDO-induzierten Toleranz.

(A) CTLA-4-1G interagiert mit den Oberflachenmolekiil B7 auf den dendritischen Zellen.
(B) Mit der dadurch ausgeldsten Signaltransduktionskaskade werden die dendritischen
Zellen zur IFN-y-Produktion angeregt. (C) IFN-y wirkt autokrin und parakrin Gber den IFN-
v-Rezeptor auf die dendritischen Zellen ein, (D) die als Folge dessen die IDO-Expression
hochregulieren. (E) IDO baut das in der Umgebung der dendritischen Zellen vorhandene
Tryptophan ab. (F) Die dadurch erzeugte Tryptophandefizienz inhibiert die Proliferation
der T-Zellen.
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Bislang ungeklart ist jedoch die Frage, ob wirklich die Tryptophandefizienz oder die
Degradation eines der anderen Substrate der Indolamin-2,3-Dioxygenase die Unter-
drickung der T-Zellproliferation und damit die Toleranz vermittelt.

4 Zielsetzung

5-HT ist in der wissenschaftlichen Literatur vor allem als Neurotransmitter bekannt. Es
wird jedoch auch aulerhalb des Gehirns synthetisiert und spielt eine Rolle in der Re-
gulation verschiedener, sehr vielfaltiger Prozesse, zum Beispiel der Hamostase, im
Immunsystem, der Ontogenese, im Herz-Kreislauf-System und bei der Darmfunktion.

Vor kurzem konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass es zwei Tryptophan-
Hydroxylasen (TPH) gibt, also Enzyme, welche die 5-HT-Biosynthese einleiten. TPH1
wird in extraneuronalen Geweben exprimiert, wahrend TPH2 fiir die 5-HT-Synthese im
Gehirn verantwortlich ist. Mit der TPH1-Knockout-Maus steht nun ein peripher 5-HT-
defizientes Tiermodell zur Verfligung, welches hervorragend fiir die Untersuchung der
verschiedenen 5-HT-abhangigen Prozesse aul3erhalb des zentralen Nervensystems ge-
eignet ist.

In dieser Arbeit soll der Phanotyp der TPH1-/-Tiere hinsichtlich folgender Aspekte

untersucht werden:

1. Die Darmperistaltik, die Choleratoxin-induzierte Sekretion, aber auch die Emesis sollen
durch 5-HT, welches in den enterochromaffinen Zellen synthetisiert und aus ihnen
ausgeschuttet wird, initiiert werden. Mit Hilfe der TPH1-/-Tiere, deren entero-
chromaffine Zellen kein 5-HT enthalten, soll diese Hypothese Uberprtft werden.

2. Da 5-HT sowohl vasokonstriktorisch, als auch vasodilatorisch wirken kann, soll tber-
prift werden, ob der erniedrigte 5-HT-Blutspiegel in den TPH1-/-Tieren einen Einfluss
auf den basalen Blutdruck hat. Darliber hinaus soll iberprift werden, ob die TPH1-
Deletion einen Einfluss auf die Entwicklung bluthochdruckinduzierter Organschaden
hat. AuRerdem soll die Untersuchung verschiedener kardialer Parameter Aufschluss
daruber geben, ob 5-HT die Herzentwicklung beeinflusst.

3. Verschiedene Komponenten des Immunsystems sind in der Literatur als 5-HT-
synthetisierend oder -speichernd beschrieben worden. Mit Hilfe des Kontakthyper-
sensibilitaét-Modells soll eine mdgliche Veranderung der Immunantwort in den TPH1-/-
Tieren genauer untersucht werden.

4. Als Erklarung fir die immunologische Toleranz der Mutter gegentiber dem allogenen
Fotus wird in der Literatur das Modell der Immunsuppression durch lokalen Trp-
Abbau diskutiert. Unbeachtet blieb bisher allerdings, dass das Enzym Indolamin-2,3-
Dioxygenase, welches die Trp-Defizienz hervorruft, auch 5-HT abbaut. Die Frage, ob
Trp- oder 5-HT-Defizienz toleranzvermittelnd in der Schwangerschaft wirkt, soll mit
Hilfe der TPH1-/-Mause beantwortet werden.
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